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HOOFDSTUK I 
іньЕіюа 
Het DNA van eukarycrtische organiamen i s i n verschi l lende opzichten m e t een 
homogene f r a c t i e , die zich onder a l l e omstandigheden a l s een eenheid gedraagt. 
Wat b e t r e f t de zweefdichtheid kan het DNA van de meeste organismen verdeeld wor­
den i n een hoofdfract ie en een of meerdere f r a c t i e s met een afwijkende zweefdicht­
heid: de satelliet—DNA—fracties. Ook op grond van de l o c a l i s a t i e i n de cel kan men 
het DNA i n f r a c t i e s verdelen: n i e t a l l e e n i n de kern bevindt zich DNA, maar ook in 
mitochondrion en chloroplas ten kunnen aanzienl i jke hoeveelheden DNA worden aange­
t r o f f e n , zoals h i j sommige lagere organismen i s aangetoond. Een derde manier om 
DNA i n t e delen i s t e ki jken naar de fase van de ce lcyc lus , waarin het g e s y n t h e t i ­
seerd wordt: m de S—fase vindt weliswaar synthese van de groots te hoeveelheid van 
het DNA p l a a t s , maar ook i n de andere fasen van de ce lcyclus wordt door vele orga­
nismen nog DNA gesynthet i seerd . 
J u i s t op d i t l a a t s t e fenomeen hebben de i n d i t proef schr i f t beschreven e x p e r i ­
menten betrekking. Z i j z i jn uitgevoerd met a l s doel een antwoord t e geven op de 
vraag: welke z i jn de eventuele v e r s c h i l l e n i n s t r u c t u u r en r e g u l a t i e van synthese 
tussen het ША, dat u i t s l u i t e n d gedurende de S—fase gesynthet i seerd wordt en dat 
waarvan de synthese n i e t beperkt i s t o t de S—fase. 
Voor een dergel i jk onderzoek i s het van belang, dat het organisme, waarmee de 
experimenten worden uitgevoerd, van nature synchroon i s wat b e t r e f t de S—fase en 
dat er ook bui ten de S—fase nog een goed waarneembare DNA—synthese p l a a t s v i n d t . 
De slijmzwam Physarum polycephalum voldoet vo l led ig aan deze e i s e n . I n de diploTde 
levensvorm komt d i t organisme voor a l s een Plasmodium, waarin op gezette t i j d e n 
a l l e kernen zich synchroon delen en na die del ing i n a l l e kernen t e g e l i j k e r t i j d de 
S—fase begint (Guttes e t a l . , 1961; Nygaard e t a l . , i960). Drie recent verschenen 
o v e r z i c h t s a r t i k e l e n (Cummins, 1968; Husch, 1969; Husch, 1970) geven de stand van 
zaken weer omtrent het onderzoek naar de biochemische en fysiologische processen 
die de t o t a l e groei van Physarum polycephalum begeleiden. De processen die optre— 
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den tijdens de groei van macroplasmodia en relevant zijn voor het te beschrijven 
onderzoek worden hier in het kort aangeduid: 
Mitose 
Het opvallendste en wellicht daardoor voor het onderzoek belangrijkste synchro­
ne proces m Physarum polycephalum is de kemdelmg. De mate van synchroniteit kan 
het beste als volgt worden uitgedrukt: binnen dxie minuten nadat de eerste kemen 
m het metafase—stadium gekomen zijn, komen 95 — 99$ 'van de kemen in het metafase— 
stadium, wanneer althans de diameter van het Plasmodium niet groter is dan acht cm 
(Guttes et al., 196I). Het tijdstip, waarop fysiologische processen zich in het 
Plasmodium afspelen, of waarop experimentele ingrepen worden verricht, wordt over 
het algemeen gerelateerd aan het tijdstip waarop de metafase plaats vindt. 
DNA—synthese 
Op grond van z i jn l o c a l i s a t i e en zweefdichtheid kan het DNA van Physarum poly— 
cephalujn m dr ie f r a c t i e s verdeeld worden: het kern—ША (zweefdichtheid 1,702 gj 
cm ) , het mitochondnaal DNA (zweefdichtheid 1,686 g/cm ) en het kem^satell iet—ША 
(zweefdichtheid 1,714 gjcm ) (Braun en Evans, 1969; Holt en Gumey, I969). De syn­
these van het kern-DHA vindt voornamelijk p l a a t s gedurende een periode van andei^-
hal f t o t twee en een hal f uur onmiddellijk volgend op de mitose: de S—fase (Ny— 
gaard e t a l . , I960; Sachsenmaier, 1964; Braun en Evans, 1969; Holt en Gumey, I969). 
Met behulp van autoradiograf ie na pulse—labeling i n de G2—fase i s door Guttes e t 
a l . (1969) aangetoond dat sommige kemen ook bui ten de S—fase nog doorgaan met de 
aanmaak van kern—DNA. Deze kemen z i jn evenwel qua s t r u c t u u r en groot te nogal af­
wijkend van de nonnale. 
De aanmaak van mitochondnaal DNA gaat continu door t i j d e n s de cyclus (Guttes 
e t a l . , 1967; Braun en Evans, 1969; Holt en Gumey, 1969). Ook de synthese van 
het kern-satelliet—DNA verloopt continu door de cyclus met u i tzonder ing evenwel 
van het e e r s t e uur van de S—fase: d a a n n t r e e d t geen aantoonbare synthese van het 
kem-satel l iet-DNA op (Zellweger e t a l . , 1972). 
Het kem-satel l iet-DNA bes taat u i t de ribosomale genen (Zellweger e t a l . , 1972) 
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en i s ge ïdea l i seerd in de nucleolus (Guttes en Gut tes , I969)· Om deze reden 
wordt het kem^sa-fcelliel;—ENA t e r onderscheiding van de r e s t van het kern—DM, 
dat chromosomaal ША genoemd wordt, n u c l e o l a i r DNA genoemd. 
Door Braun en Will (1969) e n Braun et a l . (1965) i s aangetoond, dat DNA, dat 
i n een hepaalde p e n o d e van de 3—fase van de ene kemcyclus gesynthet i seerd wordt, 
ook i n andere k e m c y c l i i n diezelfde periode van de Ξ—fase wordt aangemaakt. De 
genoemde auteurs kweekten gedurende een korte periode van de Ξ—fase het Plasmodium 
op medium waann "^ 1—TdH, waardoor het ША. dat m die periode werd gesynthet i seerd 
met "Ή gelabeld werd. Aan het begin van de volgende S—fase werd het Plasmodium 
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overgehracht op medium, waaraan C—broomdesoxyuridine was toegevoegd, zodat het 
nieuwe ША een grotere zweef d ichtheid kreeg. Op gezet te t i j d e n t i j d e n s die tweede 
S-fase werd DNA geëxtraheerd en de zweefdichtheid bepaald. Het bleek nu, dat a l -
leen vanaf de overeenkomstige penoae m die tweede Ξ—fase het ША met de grotere 
zweefdichtheid ook "Ή—gelabeld was. 
Aangezien — zoals boven vermeld — de Ξ—fase onmiddelli jk volgt op de mitose, 
t r e e d t in het Plasmodium van Physarum polycephalum geen Gl—fase op, zoals wel het 
geval i s m de meeste organismen. 
RNA— en eiwitsynthese 
De l i teratuurgegevens over de RNA—synthese b i j Physarum z i jn n i e t a l l e met e l ­
kaar i n overeenstemming. Sachsenmaier (1964) vond, dat de i n c o r p o r a t i e van TI— 
cyt id ine i n RNA t i j d e n s de mitose minimaal i s , t o t ongeveer v i e r uur na de mitose 
toeneemt t o t een maximum en daarna g e l e i d e l i j k weer afneemt t o t het minimum t i j ­
dens de mitose. Andere r e s u l t a t e n werden verkregen door Mittennayer e t a l . (1964) 
en Braun et a l . (1966). Na pulse—label ing met TI—undine vonden z i j een piek van 
RNA—synthese t i j d e n s de r e c o n s t r u c t i e van de n u c l e o l i , dus samenvallend met de Ξ— 
fase . Een tweede piek van RNA—synthese werd gevonden l a t e r i n de G2—fase. Deze 
a u t e u r s vinden dus een bi fas i sohe RNA-synthese i n Physarum. 
Het gehal te aan eiwit per Plasmodium neemt gedurende de kenwsyclus constant 
t o e , t e r w i j l daarentegen de incorporat ie van "Tï—lysine een b i fas i soh karak te r 
hee f t . Lysine—incorporatie in eiwit vertoont een piek twee uur na de mitose en 
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een v i e r uur voor de mitose b i j een cyclusduur van 11 uur . Dit incorpora t iever -
loop i s vri jwel p a r a l l e l met dat van uridine—inbouw in RNA (Mittermayer e t a l · , 
1966). 
De meeste ge tes te enzymen vertonen een constante en ge le ide l i jke ac t iv i t e i t s— 
toename gedurende de cyclus (ffllttermann et a l . , 1970). Uitzonderingen z i j n : gluta»-
maatdehydrogenase (ffllttermann e t a l . , 1970), RNAse I (Braun en Behrens, 1969), 
NAIVpyrofosforylase (Solao en Sha l l , 1971) en thymidine—kinase (Sachsenmaier en 
I v e s , 1965). De beide eerstgenoemde enzymen vertonen ongeveer midden tussen de 
mitosen i n een stapsgewijze verdubbeling van de a c t i v i t e i t ; van beide enzymen i s 
ook aangetoond, dat deze toename van a c t i v i t e i t berust op synthese de novo. De 
twee laatstgenoemde enzymen vertonen een piek in hun a c t i v i t e i t t i j dens de S— 
fase , waardoor een eventuele ro l in de r egu la t i e van de DNA-synthese gesuggereerd 
wordt. Van deze enzymen i s m e t bekend of de ac t i v i t e i t sve rmee rdenng berust op 
synthese de novo. 
Mede ook door de eigenschappen die het gekozen organisme heef t , heeft zich de 
in het begin van d i t hoofdstuk algemeen gestelde v r aags t e l l i ng geconcret iseerd in 
de volgende punten: 
In hoofdstuk I I I wordt nagegaan of ook in onze handen de indel ing in S- en 02-
fase b i j het Plasmodium van Physarum opgaat. Bovendien wordt nagegaan welke DNA— 
f r a c t i e s i n de verschi l lende fasen van de cyclus gesynthet iseerd worden. Hierb i j 
zal een nog n ie t eerder beschreven DNA—fractie aan het l i c h t t reden . 
I n hoofdstuk IV zal een poging worden beschreven t o t het verkr i jgen van meer i n -
z icht in het mechanisme van DNA—synthese gedurende de S—fase door middel van s e d i -
mentatie-analyse van pas-gerepl iceerd DNA. 
Hoofdstuk V handelt over het d i f f e ren t i ë l e ef fect van de eiwitsynthese-remmer 
cycloheximide op de synthese van chromosomaal DNA enerz i jds en de synthese van 
mitochondriaal en nuc leo la i r DNA anderz i jds . 
I n de hoofdstukken VI en VII t e n s l o t t e wordt beschreven hoe langs biologische 
r e spec t i eve l i jk biochemische weg geprobeerd i s opheldering t e k r i jgen over de 
s t ruc tuur en de functie van het nieuw-gevonden DNA. 
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HO0FE6TUK I I 
MAÏEBIAAL EH lETHOIEN 
Α. Het kweken van Physarimi polyoephalum 
I n twee recente a r t i k e l e n van de hand van Daniel en Baldwin (1964) en Guttes 
en Guttes (1964) z i jn de methoden om Physarum polycephalum i n het laboratorium 
t e kweken en t e handhaven u i t v o e r i g beschreven. Voor de i n d i t werk beschreven 
experimenten i s de vegetat ieve levensvorm van Physarum polycephalum gebruikt : 
het Plasmodium. I n deze vee lkemige , naakte protoplasma—massa t reden op gezet­
t e t i j d e n synchroon kemdelingen op. Zolang voldoende voedingsstoffen aanwezig 
z i jn b l i j f t het Plasmodium doorgroeien. Raakt het subs t raat echter u i t g e p u t , 
dan gaat het Plasmodium over t o t s c l e r o t i s a t i e . Het Sclerotium kan de s lechte 
periode overleven en weer t o t een macroplasmodium u i t g r o e i e n a l s de omstandig­
heden weer gunst ig geworden z i j n . 
I n ons laboratorium wordt Physarum polycephalum gekweekt a l s microplasmodia. 
Deze microplasmodia v e r k r i j g t men door een macroplasmodium over t e brengen i n 
een kolf met v loeibaar medium en het t e fragmenteren door de kolf t e schudden. 
Door de kolf t e b l i jven schudden — hetgeen ook voor de doorluchting noodzake­
l i j k i s — kr i jgen de microplascodia geen kans t o t grotere Plasmodia u i t t e 
g roe ien. Op deze wijze i s de cu l tuur van Physarum polycephalum gemakkelijk 
door overenting t e handhaven. 
De voor de experimenten t e gebruiken macroplasmodia werden verkregen door 
een groot a a n t a l microplasmodia t e l a t e n coalesceren. Evenals de macroplasmodia 
kunnen microplasmodia door bi jvoorbeeld voedselgebrek overgaan i n s c l e r o t i a . De­
ze zogenaamde microsc le rot ia kunnen zeer lange t i j d bewaard worden zonder dat 
ze hun groeivermogen v e r l i e z e n . Tot op heden hebben a l l e onderzoekers, die met 
behulp van Physarum polycephalum fysiologische en moleculair-biologische p r o ­
blemen hebben t r a c h t e n op t e lossen, van de door Daniel en Baldwin (1964) en 
Guttes en Guttes (1964) beschreven methoden gebruik gemaakt. Afwijkingen b e t r e f ­
fen a l l e e n de prac t i sche u i t v o e r i n g van de methode, en daarom volgt h i e r een 
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exacte ЪеБсЬгіз і п е van het kweken van Physamm op ons laboratorium. 
ТаЪеІ 1. Sai ienste l l ing van het groeimedium voor Physamm polycephalum naar 
Daniel en Baldwin (1964). 
Component Concentrat ie (g/100 ml) 
Trypton 
Gistexrtract 
Glucose (watervr i j ) 
K H 2 P O 4 
CaCl 2 .2H 20 
MgS04.7H20 
PeCl 2 .4H 2 0 
MnCl2.4H20 
Zn304.7H20 
Citroenzuur 
Haematine 
1,0 
0,15 
1,0 
0,20 
0,06 
0,06 
0,006 
0,0084 
0,0034 
0,35 
0,0005 
Samenstell ing en aanmaak van het groeimedium 
De samenstel l ing van het door Daniel en Baldwin (l964) semigedefinieerd ge­
noemd groeimedium i s gegeven in tabe l 1. Een chemisch gedefinieerd medium i s 
ook bekend, maar werd n i e t door ons toegepast . De ingrediënten van het semigede-
f in iee rd medium worden a l s droge stof of a l s voorraadoplossing i n de koelcel 
(4 C) bewaard. De voorraadoplossingen z i j n : 
a) 40,0 g CaCl2.2H20 per 200 ml HgO 
b) 20,0 g К Н ^ . per 200 ml HgO 
c) 24,0 g Mgß04.7H20^ 
3,2 g MnCl2.4H20 > per 200 ml H20 
1,4 gZnS04.7H2oJ 
16 
d) 0,025 g haemine per 125 ml 0,5$ NaOH. 
De aanmaak van het medium gaat a l s vo lg t : I n ongeveer TOO ml g e d e s t i l l e e r d 
water worden achtereenvolgens opgelost : 8 g t i y p t o n , 8 g glucose, 1,2 g g i s t -
e x t r a c t , 0,048 g РеСІ2»4Н20 en 2,8 g c i t r o e n z u u r . Nadat deze oplossing helder 
geworden i s worden nog toegevoegd: 2,4 ml opl . a, 16 ml o p l . Ъ en 4 nl o p l . c . 
Het volume wordt nu met g e d e s t i l l e e r d water op 8OO ml gehracht, waarna de pH 
met 1 N NaOH op 4,5 wordt gebracht. Nu wordt g e d e s t i l l e e r d water toegevoegd t o t 
het volume 88О ml i s en de zo verkregen oplossing wordt verdeeld i n p o r t i e s van 
22 ml over 40 erlenmeyers van 500 ml inhoud. Be kolven worden afges loten met 
een wattenprop en een aluminium cap en geautoclaveerd gedurende 20 minuten b i j 
een druk van 0,5 kg/cm en een temperatuur van 116 С Boor het s t e r i l i s e r e n 
verdampt ongeveer 10$ van het vocht zodat nu dus iedere kolf 20 ml medium be­
v a t . Be a ldus verkregen oploss ing werd m de koelcel bewaard, maar n i e t langer 
dan twee weken. Voor het gebruik werd 0,5 ml geautoolaveerde oplossing d per 
kolf toegevoegd. 
Nauwlettend moet worden toegezien op de k w a l i t e i t van het t e gebruiken fe:>-
r o c h l o n d e . Het i s namelijk gebleken dat voorraadoplossingen van FeCl„ — of ze 
nu bewaard werden b i j 4 С of b i j -20 С - a l na twee t o t dr ie weken n i e t meer 
voor het maken van medium geschikt waren. Werden ze toch gebruikt , dan r e s u l ­
teerde dat i n s lechte groei en zeer overmatige s l i jmproduct ie . Be oorzaak van 
d i t ver schi jnse l moet worden gezocht in het f e i t , dat FeCl_ aan de lucht zeer 
gemakkelijk geoxydeerd wordt t o t FeCl, · Het i s n i e t bekend of de afwijkende 
groeieigenschappen van Physarum i n d i t geval t e wijten z i j n aan de aanwezigheid 
van Fe —ionen of aan een gebrek aan Fe - ionen. 
Het kweken van microplasmodia 
Microplasmodia werden gekweekt i n kolven en medium a l s boven beschreven. Ter 
door luchtmg werden de kolven geschud m een New Brunswick Incubator Shaker, 
type G25. Be temperatuur was 28 + 1 C, de schudfrequentie 280 — 300 rpm. Onder 
deze omstandigheden nam per 72 uur de hoeveelheid microplasmodia t o t ongeveer 
het twintigvoudige t o e . Om de c u l t u u r i n de logari tmische fase t e houden werd 
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om de dag 1 S. 2 ral van een logar i tmisch groeiende c u l t u u r overgeBnt i n een 
nieuwe kolf met medium. 
Aanmaak en opslag van microsc le rot ia 
Wanneer een kol f met mioroplasmodia doorgekweekt werd zonder dat het medium 
ververs t werd, ontstonden na ongeveer twee weken u i t de microplasmodia door 
voedselgetirek m i c r o s c l e r o t i a . Deze microsc le rot ia werden afgecentnfugeerd, ge­
wassen i n s t e r i e l acpia d e s t . en a l s dikke suspensie op s t e r i e l e s t rookjes f i l -
t r e e r p a p i e r g e p i p e t t e e r d . Deze strookjes werden i n een p e t r i s c h a a l gedurende 
v i e r dagen b i j een temperatuur van 28 С gedroogd en daarna i n de koelcel be­
waard. Aldus bereide microplasnodia behielden meer dan twee j a a r hun groeiveiw 
mogen. Een nieuwe c u l t u u r van microplasmodia kan u i t een strookje met micro­
s c l e r o t i a aangezet worden door het i n een kolf medium t e brengen en op de nor­
male manier t e schudden. Binnen enkele dagen heeft men dan weer een kracht ige 
c u l t u u r van microplasmodia. 
Het kweken van macroplasmodia 
Macroplasmodia werden gekweekt i n P e t r i s c h a l e n , die a l s volgt waren inge­
r i c h t : i n de p e t n s c h a a l werd een r o e s t v n j s t a l e n gr id g e p l a a t s t van + 2,5 mm 
hoog en met een maaswijdte van + 5 mm. Boven op d i t g r id werden twee rondjes 
f i l t r e e r p a p i e r gelegd (Schle icher und Schtt l l , n r . 595) met een diameter van 7 
cm. Soms, wanneer pulse^5hase-«xpenmenten werden uitgevoerd, werd het bovenste 
f i l t r e e r p a p i e r vervangen door een v ierkant (36 cm ) stukje l e n s p a p i e r . De P e t r i ­
schalen werden nu g e s t e r i l i s e e r d door ze gedurende 5 uur t e v e r h i t t e n op 160 С. 
De macroplasmodia werden a l t i j d bereid u i t logar i tmisch groeiende microplasmo­
d i a en wel a l s v o l g t : Microplasmodia werden door langzame c e n t n f u g a t i e verza­
meld en eenmaal met 15 ml s t e r i e l aqua d e s t . gewassen. Aan de opeengepakte mi­
croplasmodia werd 1 volume s t e r i e l aqua d e s t . toegevoegd en het geheel werd ge­
schud t o t e r een homogene suspensie ontstond. Tan deze suspensie werd 1 ml 
druppelsgewijs op het f i l t r e e r p a p i e r gep ipet teerd . De P e t r i s c h a l e n werden nu 
20 & 30 minuten i n het donker weggezet om het water m het f i l t r e e r p a p i e r t e 
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laten trekken. Na deze tijd werd medium onder het filtreerpapier gegoten tot­
dat het net vochtig was (+ 18 ml). Het ia zeer helangrijk er voor te zorgen, 
dat geen medium over het Plasmodium kan lopen, want dat vertraagt de groei 
enorm. 
Vanaf het moment, dat de microplasmodia op het filtreerpapier liggen begint 
de ooalescentie tot een groot Plasmodium. In tahel 2 is van een serie opeen­
volgende experimenten de tijdsduur gegeven tussen het moment van pipetteren op 
het filtreerpapier en de tweede synchrone mitose. Het hlijkt duidelijk, 
Tabel 2. Variatie in tijdsduur tussen ooalescentie van microplasmodia en de 
tweede daaropvolgende mitose. 
Exp. nr. Tijd tussen ooalescentie en tweede mitose 
1 15 hr. 30' 
2 14 hr. 15' 
3 13 hr. 
4 14 hr. 
5 13 hr. 45' 
6 16 hr. 25» 
7 16 hr. 40' 
θ 19 hr. 
9 17 hr. 35' 
dat er een grote variatie in deze tijdsduur bestaat. Aangezien het tijdstip, 
waarop experimenten werden uitgevoerd steeds werd uitgedrukt in minuten of uren 
voor of na een mitose, was het dus noodzakelijk bij elke proef het tijdstip, 
waarop een mitose plaats vond te bepalen. 
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В. Het p laa t sen van de experimenten i n de kemcyclus 
Bepaling van het t i j d s t i p van mitose 
2 
Met een scherppuntige pincet werd een stukje Plasmodium van ongeveer 3 mm 
van het f i l t r e e r p a p i e r geschraapt en overgebracht op een ob jec tg las . Met Ъе— 
hulp van een ander ohjectg las werd d i t stukje l i c h t gesquashed en u i t g e s t r e k e n . 
Onmiddellijk h ierna werd enige ogenblikken gefixeerd i n alcohol 96%, Na de f ixa­
t i e werd op het preparaat een druppel a lcohol-^lycerol (v:v = 1:1) gebracht, 
waarna met een dekglaasje het geheel werd afgedekt. Bi j een vergrot ing van 
600x konden de kernen goed onderscheiden worden door middel van fase-contrast— 
microscopie. I n figuur 1 z i jn i n t e r f a s e - en mitose-kemen t e r demonstratie weer­
gegeven. Naast l ichtmicroscopie met behulp van f a s e ^ o n t r a s t werd ook wel l icht— 
microscopie bedreven aan met aceto—orceTne gekleurde preparaten (2 g orceTne i n 
100 ml azi jnzuur 605&). De t o t a l e t i j d s d u u r van het kemdel ingsproces i s ongeveer 
20 minuten. 
P l a a t s i n g van het experiment i n de cyclus 
Meestal werd — door met i n t e r v a l l e n van ongeveer 15 minuten microscopische 
preparaten t e maken — de mitose afgewacht. Na het v e r s t r i j k e n van het gewenste 
a a n t a l minuten of uren na de metafase werd met het experiment begonnen. De 
p l a a t s van het experiment werd dus betrokken op de voorafgaande mitose. Werd een 
experiment g e s t a r t op 30 minuten na de metafase, dan werd d i t t i j d s t i p aange­
duid a l s M + 3 0 ' . Was het de bedoeling i n de l a t e G2—fase een experiment t e doen, 
dan werd s l e c h t s een gedeelte van het Plasmodium gebruikt . Met het resterende 
gedeel te werd het t i j d s t i p van de mitose bepaald, die op het experiment volgde. 
Op deze manier werd dus achtera f de p l a a t s i n de cyclus bepaald ten opzichte 
van de op het experiment volgende mitose. Werd bi jvoorbeeld 90 minuten na het 
begin van het experiment de metafase gevonden, dan werd het begin van het e x p e r i ­
ment aangeduid a l s : Mill — 9 0 ' . 
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Pigmrr 1А; Irrterfase-kern (120 minuten voor de metafase) 
Figuur 1B: Kern i n metafase 
Figuur 1С: Kern i n anafase (5 minuten na metafase) 
Microscopisohe preparaten werden vervaardigd zoals i n hoofdstuklIB i s beschreven. 
Vergroting van de afdruk; 3900 maal, 
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C. Het r a d i o a c t i e f ІаЪеІеп van de Plasmodia 
Continu—labeling werd a l t i j d a l s volgt ui tgevoerd: Aan het medium, dat aan 
coalesoerende plasmodia werd toegevoegd t d j de bere id ing van macroplasmodia, 
werd 2- C-^ TdR toegevoegd t o t een concentra t ie van 0,1 цС/тІ. Het Plasmodium 
groeide op d i t medium t o t aan het begin van de proef. Soms werd ook het eiwit 
continu gelabeld. De procedure was dan p r e c i e s hetzel fde met dien vers tande, 
dat radioactieve aminozuren aan het groeimedium werden toegevoegd t o t de ge­
wenste s ter ic te . 
Werd pulse—labeling toegepast , dan werd aan het medium waarop het Plasmodium 
groeide CH.-TWTdR toegevoegd t o t de gewenste c o n c e n t r a t i e , meestal t o t 10 цС/тІ. 
Voor pulse—labeling met hogere ' ^ — a c t i v i t e i t e n werd het Plasmodium overgebracht 
i n een p e t r i s c h a a l met nieuw, op temperatuur gebracht medium, dat de gewenste 
hoeveelheid CH,-TMclR b e v a t t e . 
D. Het homogeniseren en lyseren van de plasmodia 
Homogenisatie 
Een Plasmodium werd opgenomen i n 10 ml homogenisatiemedium (0,01 M Tris—HCl, 
0,001 И EHM, 2% Bertraan, pH 7,5, 0 0 C ) . Werd s l e c h t s een gedeelte van een 
Plasmodium gebruikt, dan werd een daarmee evenredige hoeveelheid homogenisatie­
medium genomen. De homogenisatie vond p l a a t s door het Plasmodium negen keer op 
t e zuigen i n en u i t t e spuiten u i t een i n j e c t i e s p u i t met lange naald (diameter: 
0,5 mm). Wanneer het zo verkregen homogenaat n i e t onmiddelli jk v e r d e r veiwerkt 
kon worden, werd het bewaard b i j —20 C. 
Lyse_ 
Lyse van homogenaten geschiedde door aan de gewenste hoeveelheid homogenaat 
een ge l i jk volume lyse-medium toe t e voegen (0,01 M T r i s - I E l , 0,001 M EDTA, 
2?o Saikosyl , pH 7,5, 0 C ) . Het zo verkregen mengsel werd b i j О С geTncubeerd 
en na twee uur was de lyse compleet. 
Lyse zonder voorafgaande homogenisatie geschiedde door een Plasmodium op t e 
nemen i n lyse—medium (minimaal 25 ml per Plasmodium) en minstens 16 uur i n de 
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koelcel (4 С) te laten staan· Meestal was na 16 uur het Plasmodium volledig 
gelyseerd. 
E. F e n o l e x t r a c t i e 
Een hal f Plasmodium werd opgenomen i n 1 ml ijskoude 0,2 M Tris-HJl-buffer, 
pH 7»4, waarin 0,3 M NaCl en 0,02 M EDTA. Na homogenisatie door negen keer op 
t e zuigen i n en u i t t e spuiten u i t een i n j e c t i e s p u i t met lange naald, werd 1 ml 
0,1% SIS, 0,05% NaDOC toegevoegd. Zodra de lyse compleet was werd 5 rol i jskoude 
alcohol toegevoegd en het mengsel werd t o t de volgende dag hewaard h i j —20 С 
Het ontstane p r e c i p i t a a t werd met alcohol 70% gewassen en daarna opgelost i n 
5 ml 0,01 M Tris-HCl-huffer, pH 9,0, waarin 0,15 M NaCl en 2% S I S . Aan deze op­
l o s s i n g werd 5 "u vers g e d e s t i l l e e r d e , waterverzadigde fenol toegevoegd en het 
mengsel werd 10 minuten geschud. Na c e n t r i f u g a t i e werden de nucleïnezuren u i t 
de waterfase neergeslagen met 2,5 volume alcohol 96% ( u i t de d iepvr ies , -20 C) , 
gewassen met alcohol 70% en opgelost in 3 ml 0,02 M Тгі -НСІ, pH 8,0. 
F . Sedimentatie— en dichtheidsanalyse 
Sedimentatie—analyse 
Van de t e centr i fugeren monsters werd 1 ml getiracht op een l i n e a i r e saccha— 
rosegradi^nt van 12 t o t 20% saccharose, die gemaakt was op een onderlaag van 1 ml 
70% saccharose. De c e n t r i f u g a t i e vond p l a a t s i n de Spinco L2/65B h i j 4 С en 
40.000 rpm met gebruikmaking van de SW40-rotor. Na heBindiging van de c e n t r i ­
fugatie werden v i a een hevel f r a c t i e s a fge tapt . 
Dichtheidsanalyse 
Een bepaalde hoeveelheid van het t e analyseren monster werd met 0,01 M ТГІЕ>-
lEl-buf fer , pH 8,0 op een gewicht van 4,40 g gebracht. Hierna werd 5,35 g CsCl 
toegevoegd en na oplossen daarvan werd het zo verkregen preparaat 65 uur ge­
centr i fugeerd i n een Spinco b2j(F>& b i j 4 С en 35·ΟΟ0 rpm. Gebruikt werd een 
r o t o r van het type 65· Na de c e n t r i f u g a t i e werden v i a een hevel f r a c t i e s van 
10 druppels a f g e t a p t . 
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G. Het meten van de r a d i o a c t i v i t e i t 
Aan een gedeelte van het t e meten preparaat of aan het gehele p r e p a r a a t , 
wanneer het f r a c t i e s van saccharose- of CsCl-gradiBnten ЪеігоГ, werd 0,5 ml 
carriei^DNA toegevoegd ( l mg h i t te-gedenatureerd zalmsperma—ША per ml) of 
0,5 ml BSA-oplossing (20 mg BSA per m l ) . Na goed schudden werd 1 volume 1 N 
PCA toegevoegd. Ha 30 minuten staan i n i j s vrerd het ontstane p r e c i p i t a a t af— 
gecentri fugeerd, twee maal gewassen met 0,5 N PCA en daarna opgenomen i n 
0,5 ml 0,5 N PCA. Het mengsel werd nu 60 minuten gehydrolyaeerd h i j 80 C. Na 
de hydrolyse werd het hydrolysaat k w a n t i t a t i e f overgebracht i n t e l p o t j e s , en 
werd 10 ml t e l v l o e i s t o f toegevoegd. De t e l l i n g werd v e r r i c h t door een P h i l i p s 
Liciuid S c i n t i l l a t i o n Counter. De samenstel l ing van de t e l v l o e i s t o f was: 4 g 
Omnifluor i n 1300 ml Tr i ton-to lueen (v:v я 23:77) . 
I n twee geval len werd een modificatie van deze methode toegepas t : 
— Werden metingen v e r r i c h t aan f r a c t i e s , waarin nog pigment aanwezig was, dan 
werd na de PCA—precipitatie het neers lag met alcohol gewassen t o t het kleui^-
loos was. Daarna werd nog gewassen met PCA om de alcohol t e verwijderen. 
— Betrof het f r a c t i e s van een CsCl-gradiBnt, dan werd n i e t met PCA maar met 
TCA neergeslagen: Met P3A o n t s t a a t e r n l . een zeer zwaar p r e c i p i t a a t , veimoe— 
d e l i j k van Cesiumperchloraat, dat s torend werkt b i j de verdere procedure. Het 
TCA-neerslag werd twee keer gewassen met a lcohol 70$ om a l l e eventueel nog 
aanwezige CsCl t e verwijderen en daarna nog met 0,5 N PCA. 
De t o t a l e r a d i o a c t i v i t e i t van een oplossing — dus n i e t a l l e e n de met zuur pre— 
c i p i t e e r b a r e — werd gemeten door 0,5 ml van die oplossing t e mengen met 10 ml 
t e l v l o e i s t o f . 
H. DNA— en e iwitbepal ing 
Aan een stukje macroplasmodium, 1 ml microplasmodia of 1 ml l y s a a t werd 5 ml 
ijskoude TCA-aceton toegevoegd (5$ TCA i n 50$ a c e t o n ) . Nadat het mengsel 30 mi­
nuten i n i j s bewaard was, werd het gecentr i fugeerd en het neers lag werd gewas­
sen met i jskoude TCA-aceton t o t d a t het geheel k leur loos was. Hierna werd het 
neers lag achtereenvolgens nog gewassen met 10 ml 0,5 N PCA en 10 ml alcohol 70$. 
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Na verdamping van de zich eventueel nog i n het neers lag bevindende alcohol 
werd het neers lag gehydxolyseerd i n 0,5 ml 0,5 N PCA ( 6 0 ' , 75 C) t e r Ъepaling 
van het ША-gehalte met hehulp van de diphenylaminetest (Burton, 1956)· 
Voor de bepal ing van het e iwi tgehal te volgens Lowiy (Lowry e t a l . , 1951) 
werd het neers lag opgelost i n 0,5 N NaOH. 
I . Bijzondere chemicaliën 
De radioactieve stoffen werden betrokken van New England Nuclear Corporat ion. 
Van Sigma werden betrokken: UNA se 1, KHAse A (protease—vrij) , zalmspenna^-BNA, 
USA en Haemine. Calbiochem leverde Pronase (В-grade) en Difco was de leverai>-
c i e r van Tiypton en g i s t e x t r a c t . 
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Α. I n l e i d i n g 
Zoals i n hoofdstuk I reeds i s ui teengezet kan de kerncyclus van Ph,ysarum 
polycephalum naast de mitose in twee fasen worden ingedeeld. Be 5—fase, waarin 
het merendeel van het t o t a l e DNA wordt gerepl iceerd, en de G2—fase, waarin 
s l e c h t s weinig DNA—synthese p l a a t s v i n d t . Gedurende de S—fase, die zonder vooi^-
afgaande G1—fase onmiddelli jk vol^t op de mitose, v indt de r e p l i c a t i e van v r i j ­
wel het gehele chromosomale ША p l a a t s , t e r w i j l i n de G2—fase vri jwel u i t s l u i ­
tend mitochondriaal en n u c l e o l a i r DNA gesynthet i seerd worden (Guttes e t a l . , 
196?; Braun en Evans, 1969; Holt en Gumey, 1969). Een gering aanta l kernen 
gaat voortdurend door met de aanmaak van chromosomaal DNA (Guttes en Guttes , 
1969). 
Daar speciaal voor het onderhavige onderzoek de c u l t u u r van Physartun pol.y-
cephalum op ons laljoratorium t e r hand i s genomen, i s het noodzakeli jk na t e gaan 
of de bovenstaande gegevens ook op onze cu l tuur van toepass ing z i j n . Met behulp 
van dichtheidsanalyse werd onderzocht of ook i n onze c u l t u u r de chromosomale 
ША-synthese voornamelijk beperkt i s t o t de S-fase, t e r w i j l i n de G2-fase v r i j ­
wel a l l e e n synthese van mitochondriaal en n u c l e o l a i r DNA p l a a t s v i n d t . Bovendien 
z i jn i n d i t hoofdstuk de sedimentatie—eigenschappen i n saccharose—gradiënten b e -
studeerd van de in versch i l lende perioden van de kemcyclus gesynthet iseerde 
DNA's. 
B. Resul ta ten 
Verdel ing i n S- en G2-fase 
Het voorkomen van een S— en Gâ-fase i n de door ons gekweekte macroplasmodia 
i s gedemonstreerd i n figuur 2 . De cyclusduur in d i t experiment bedraagt ongeveer 
8ij uur , de S—fase neemt ongeveer 2 uur in bes lag . Gedurende de 02—fase i s een 
geringe maar duidel i jke toename van de met zuur p rec ip i tee rbare r a d i o a c t i v i t e i t 
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Figuur 2; TdH-incorporatie gedurende de kemoyclus van Physarum polycephalum. 
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Een continu met C-TdR gelabeld Plasmodium werd 40 minuten voor M I I overge­
bracht op medium dat 5 μΟ H-TdR per ml b e v a t t e . Op de aangegeven t i j d s t i p p e n 
werd een stuk van het Plasmodium van het f i l t r e e r p a p i e r afgeschraapt en zonder 
voorafgaande honogemsatie gelyseerd m 3 ml lyse-medium. De r e t zuur ргесірі еег·-
bare r a d i o a c t i v i t e i t i n het l y s a a t werd gemeten zoals beschreven i s in hoofdstuk II« 
waar t e nemen· Dit wi jst e r op dat e r nog DKA—aanmaak p l a a t s v i n d t · Бе duur van 
de S—fase l i g t i n dezelfde orde van g r o o t t e a l s door de meeste a u t e u r s gevonden 
wordt, zoals b l i j k t u i t t a b e l 3· Hit tabe l 3 kan men ook af lezen, dat e r t i l i jk-
Tabel 3· Literatuurgegevens over de duur van de kemcyclus en de S—fase i n 
macroplasmodia van Physarum polycephalum« 
Cyclusduur Duur S—fase Referentie 
i n uren i n uren 
11 
10 
-
-
-
9 
12 -
9 -
8 
_ 
20 
12 
1 
M 
i i 
3 
* 
3 
¿h 
Ά 
- 2 
4 
- 2 
4 
Solao en S h a l l , 1971 
Sachsenmaier, 1968 
Braun, Mittemiayer en Rusch, 1965 
Braun en Will, 1969 
Braun et a l . , 1966 
Sachsenmaier, 1964 
Nygaard e t a l · , 1960 
Rao en Gontcharoff, I969 
Muldoon et a l . , I97I 
Cummins e t a l · , I966 
Ъааг geen verband b e s t a a t tussen de cyclusduur en de lengte van de S—fase. Om 
deze reden i s t e lkens wanneer het de bedoeling was een experiment i n de S—fase 
u i t t e voeren, dat experiment uitgevoerd tussen 0 en 90 minuten na een metafase. 
Was het de bedoeling een experiment i n de G2—fase u i t t e voeren, dan werd ge­
wacht t o t minstens v i e r uur na de mitose. De S-fase was dan zeker afgelopen. 
Dichtheidsanalyse van i n Ξ— en G2-fase gesynthet i seerd DMA 
Om te zien of i n de verschi l lende fasen van de kemcyclus ook verschi l lende 
DNA»s gesynthet i seerd worden, i s het volgende experiment ui tgevoerd: Op het 
14 t i j d s t i p van mitose I I werd een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium i n v i e r 
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gel i jke stukken verdeeld. Op verechi l lende t i j d s t i p p e n - zoals i n figuur 3 i s 
aangegeven - werd t e l k e n s een stuk van het Plasmodium gedurende 30 minuten ge­
kweekt i n aanwezigheid van TI-TdR. Onmiddellijk na de pulse werd het he t re f fen-
de stuk overgebracht i n lysemedium en h i j О С bewaard t o t a l l e v i e r de stukken 
pulse—gelabeld waren· Nadat de lyse vo l tooid was werd de met zuur precipiteej>-
Ъаге r a d i o a c t i v i t e i t van het lysaat gemeten. I n figuur 3 i s de verhouding 
3 /14 H/ С i n de l y s a t e n weergegeven. Ook h i e r manifesteert zich weer duidel i jk de 
verdel ing van de i n t e r f a s e i n een S— en G2—fase. Gedurende de e e r s t e twee S. 
d r i e uur na de mitose i s e r een zeer sterke inbouw van TdR, t e r w i j l i n het 
overige deel van de cyclus s l e c h t s weinig incorpora t ie p l a a t s v i n d t . 
Dichtheidsanalyse met behulp van CsCl-gradiBnten van het DNA in de besproken 
l y s a t e n l e v e r t het r e s u l t a a t , getoond in figuur 4. De verdel ing van het t o t a l e 
14 DNA - zoals weergegeven i s door de verdel ing van de C - a c t i v i t e i t - komt i n 
a l l e gradiënten p rac t i sch geheel en al overeen met wat u i t de l i t e r a t u u r be -
kend i s (Braun en Evans, 1969; Holt en Gumey, 1969)· Het groots te gedeel te van 
het DNA(l1, het chromosomale DNA, komt bi jeen in een grote piek. Het mitochon-
d r i a l e D N A ( I I ) , dat een geringere zweefdichtheid heeft a l s het chromosomale DNA, 
i s t e herkennen a l s een duidel i jke schouder aan de l i c h t e kant van de hoofd-
piek. Het nuc leo la i re DNA(lIl), dat maar een zeer k le in gedeel te van het t o t a l e 
DNA uitmaakt, i s n i e t of nauwelijks a l s een schoudertje aan de zware kant van 
de hoofdpiek t e herkennen. I n t e g e n s t e l l i n g t o t wat in de l i t e r a t u u r gevonden 
i s , wordt in ons geval s teeds een k l e i n e , doch n i e t t e verwaarlozen f r a c t i e van 
het t o t a l e DNA helemaal boven in de gradient gevonden. Weliswaar vinden Holt en 
Gumey (1969) na pul se-1 abel ing met "Ti-TdR een zeer geringe 'T l -ao t iv i t e i t boven 
in hun С aC l-^radiBnt — i n omvang v a n S r e n d van 2 t o t 10$ van de t o t a l e hoeveel­
heid geïncorporeerde label - maar het bleek na hydrolyse en chromatografie van 
de hydrolyse—producten, dat deze a c t i v i t e i t n i e t gebonden was aan thymine. I n 
d i t experiment i s d i t echter n i e t het geval zoals zal worden aangetoond in 
hoofdstuk V I I . 
Aan de verde l ing van de Tl—activiteit in de gradiënten i s t e z ien, dat ge -
durende de S-fase ( f iguur 4A,B) vri jwel u i t s l u i t e n d chromosomaal INA gesynthe— 
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Figuur 3: TdR-incorporatie gedurende de kerncyclus van Physarum polycephalum. 
Een continu met ^C-TdH gelabeld Plasmodium werd op het t i j d s t i p van mitose I I 
i n v i e r gel i jke delen verdeeld. Gedurende de perioden А, В, С en D werd een 
stuk gekweekt op medium, dat 100 μΟ hl-!läR per ml beva t t e . Na de pulse werden 
de stukken zonder voorafgaande homogenisatie gelyseerd i n 5 ml lyse-medium. De 
met zuur preo ip i tee rbare r a d i o a c t i v i t e i t in de lysa ten werd gemeten zoals b e -
schreven i s i n hoofdstuk I I · 
A Pulse- labe l van M I I + 15' t o t M I I + 45* 
В Pulse- label van M I I + 7 5 ' t o * M I I + 105* 
С Pulse-label van M I I + 135' t o t M I I + 165* 
D Pulse-label van M I I I - 70' t o t M I I I - 40« 
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Figuur 4: Dichtheidsanalyse van DNA, dat gedurende verschi l lende perioden van 
de kemcyclus van Physarum polycephalmn gesynthet i seerd wordt. 
Met 0,2 ml van de i n figuur 3 beschreven l y s a t e n werd een dichtheidsanalyse u i t ­
gevoerd zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . De met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o ­
a c t i v i t e i t i s gemeten zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . De r a d i o a c t i v i t e i t 
14 
van de f r a c t i e s i s omgerekend t o t een t o t a a l van 1000 dpm С per g r a d i e n t . 
F r a c t i e 1 i s de bodem van de g r a d i e n t . 
• » dpm С o o dpm TI 
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t i s e e r d wordt. I n c o r p o r a t i e van "Tl i n het mitochonir iaal en n u c l e o l a i r DNA 
kan n i e t met zekerheid vas tges te ld worden, t e r w i j l e r - zo l i j k t het - ook 
geen inbouw heeft p l a a t s gevonden i n het ША dat zich ophoopt boven in de 
g r a d i e n t . Opvallend i s nog, dat het DNA dat gedurende de e e r s t e periode van 
30 minuten gesynthet i seerd wordt een ietwat grotere zweefdichtheid heeft dan 
wat i n een l a t e r e periode van de 5-fase geeynthet iseerd wordt. Dit verschi jn­
s e l , dat DNA dat i n het hegin van de S-fase gesynthet i seerd wordt s o o r t e l i j k 
d i c h t e r i s dan wat l a t e r i n de S-fase gesynthet i seerd wordt, i s ook door 
Braun en Ruedi-Wili (1971) waargenomen. 
Kennelijk heeft de derde lahelperiode ( f iguur 4C) net op de grens van Ξ— 
fase en G2-fase p l a a t s gevonden. Er heeft duidel i jk nog synthese van een 
- z i j het zeer geringe - hoeveelheid chromosomaal DNA p l a a t s gevonden. Een 
deel van deze "Ti-incorporatie echter i s wel l icht t e danken aan de door Guttes 
en Guttes (1969) geconstateerde synthese van chromosomaal DNA i n de G2-fase. 
Daarnaast i s evenwel duidel i jk t e zien dat gedurende deze periode een aanzien­
l i j k e synthese van mitochondriaal DNA heeft p l a a t s gevonden en bovendien nog 
— hoewel i n mindere mate — synthese van n u c l e o l a i r DNA. Opmerkelijk ook in deze 
gradient i s het f e i t dat e r een duidel i jke incorporat ie van "Ή heeft p l a a t s g e ­
vonden i n het DNA dat zich boven i n de gradient heeft opgehoopt. Gedurende de 
vierde lahelper iode (f iguur 4D), die vlak voor de volgende mitose heeft p l a a t s 
gevonden, i s k l a a r b l i j k e l i j k geen of zeer weinig chromosomaal ША g e s y n t h e t i ­
seerd. Synthese van mitochondriaal en waarschi jnl i jk ook n u c l e o l a i r DNA heeft 
wel p l a a t s gevonden, hoewel i n mindere mate a l s i n de derde l a h e l p e r i o d e . De 
inbouw i n het DNA met de zeer geringe d ichtheid i s van dezelfde orde van groot­
t e a l s die i n de derde labe lper iode . 
Sedimentatie-analyse van i n S- en G2-fase gesynthet i seerd DNA 
Het r e s u l t a a t van de sedimentatie-analyse van de DNA's i n de verschi l lende 
14 
lysa ten i s weergegeven i n figuur 5· Uit de verdel ing van de C - a c t i v i t e i t over 
de gradiënten b l i j k t , dat op grond van z i jn sedimentatie—eigenschappen het DNA 
van Physarum in twee f r a c t i e s u i teen v a l t . Het g roots te gedeelte van het DNA 
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Figuur 5: Sedimenta-tie-analyse van ША, dat gedurende verschi l lende perioden 
van de kerncyclus gesynthet i seerd wordt. 
Van de i n figuur 3 beschreven lysa ten werd 0,2 ml met 0,01 M Tr i s-IEl truffer, 
pH 7,5 aangevuld t o t 1 ml en 7 ищ· gecentrifugeerd over een l i n e a i r e saccharo-
segradignt zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . De r a d i o a c t i v i t e i t van de f r a c ­
t i e s i s omgerekend t o t een t o t a a l van 1000 dpm С per g r a d i e n t . F r a c t i e 1 i s 
de hodem van de g r a d i e n t . 
» » dpm С o o dpm "Ή 
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sedimenteert onder de gegeven omstandigheden a l s een homogene piek hi jna naar 
het midden van de gradient , t e r w i j l een k l e i n gedeelte van het DNA een veel 
geringere sedimentat iesnelheid heeft en pract i soh hoven i n de gradi8nt l i l i j f t 
z i t t e n . I n de gradiBnten van de twee l a a t s t e l a h e l p e n o d e n ( f iguur 5CtB) i s 
de scheiding n i e t zo duide l i jk a l s i n die van de twee e e r s t e l a h e l p e n o d e n 
(f iguur JAjB). Uit de "Ή—verdeling over de gradiönten Ï l i j k t , dat DNA dat 
m de S—fase (f iguur 5A»B) gesynthet iseerd wordt oosedimenteert met het hoofd— 
fractie-DHA. Gedurende de G2-fase (f iguur SCiD) wordt n i e t a l l e en ΠΙΑ gesyn­
t h e t i s e e r d , dat oosedimenteert met het hoofdfraotie—DNA, naar ook vindt e r 
een duidel i jke incorpora t ie van Tï—TdR p l a a t s i n de langhaam sedimenterende 
f r a c t i e . 
I n het volgende e ipenment i s nagegaan welke zweefdichtheid de twee soorten 
DNA ЬеЪЪеп, die op grond van hun sedimentat iesnelheid onderscheiden kunnen woi^ -
14 den: Een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium werd i n de G2-fase gedurende 
З2 uur gekweekt m de aanwezigheid van H-TdR« Na deze periode werd het P l a s ­
modium gelyseerd en van het lysaat werden dr ie saccharose—gradiBnten gedraaid. 
Na de run werden de gradiënten gefract ioneerd en de overeenkomstige f r a c t i e s 
werden samengevoegd. Van een gedeelte van de geoomhineerde f r a c t i e s werd de 
r e t zuur p rec ip i t ee rha re r a d i o a c t i v i t e i t gemeten. Het sedimentatiepatroon i s 
weergegeven m figuur 6A· Ook nu weer b l i j k t dat e r incorpora t ie i s opgetreden 
i n de twee reeds eerder genoemde f r a c t i e s . Van f r a c t i e 5 en f r a c t i e 8 u i t f i -
guur 6A werd nu met behulp van CsCl-gradiEntcentr i fugat ie een d ich the ids -
analyse genaakt. Het r e s u l t a a t van deze analyse i s weergegeven in figuur 613,0· 
Het b l i j k t dat het net Tï^jelabeld mater iaa l , dat oosedimenteert met het hoofd-
fractie—DNA, waarschi jn l i jk a l l een maar bes taa t u i t mitochondnaal en nuc leo la i r 
DNA (f iguur 5B). Uit f iguur JC b l i j k t dat - afgezien van zeer k le ine hoeveel-
heden mitochondnaal en nuc leo la i r DNA, die t e wij ten z i jn aan de n ie t vol ledige 
scheiding van het snel sedimenterende en langzaam sedimenterende DNA — de lang^ 
zaam sedimenterende f r ac t i e bes taa t u i t DNA met een zeer geringe d ichthe id . 
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Figuur б: Dichtheidsanalyse van in de G2-faEe gesynthet i seerd DNA. na vooraf­
gaande scheiding door middel van saccharose-gradiBnten. 
14 Een continu met C-TdH gelaheld Plasmodium werd van M I I I - 4 uur t o t M I I I -
-§- uur gekweekt op medium dat 5 l£ n-JÏaR per ml beva t t e . Na deze periode werd 
het Plasmodium opgenomen in 20 ml lyse—medium en zonder voorafgaande homogeni— 
s a t i e gelyseerd. Van het zo verkregen lysaa t werd drie maal 1 ml gecen t r i fu -
geerd over een l i n e a i r e saccharose—gradient zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I · 
Na f rac t ioner ing van elke gradient in 8 f r a c t i e s werden de overeenkomstige f rac-
t i e s gecombineerd. De r a d i o a c t i v i t e i t in deze f r a c t i e s i s gemeten zoals beschre-
ven i s in hoofdstuk I I . Het op deze manier verkregen gemiddelde sedimenta t ie -
patroon i s in figuur JA weergegeven. 
Met het overblijvende deel van f r a c t i e 5 ( f iguur 5B) en van f r a c t i e 8 ( f iguur 
JC) werd een dichtheidsanalyse uitgevoerd zoals beschreven i s in hoofdstuk I I · 
14 3. 
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С. Discussie 
Uit de i n d i t hoofdstuk gepresenteerde experimenten ( f iguur 2 f 3) b l i j k t 
duidel i jk dat ook onder de b i j d i t onderzoek gebruikte omstandigheden de 
kerncyclus van Physarum polycephalum t e verdelen i s i n twee fasen: de S—fase, 
waarin het merendeel van het ША gerepl iceerd wordt, en een G2—fase. Tevens 
kan geconstateerd worden, dat e r b i j Physarum geen G1—fase o p t r e e d t . De t i j d s ­
duur van de S—fase i s n i e t cons tant : i n het ene experiment ( f iguur 2) duurt de 
S—fase ongeveer 2 uur, i n het andere (f iguur 3) ongeveer 2^ u u r . Ook u i t de 
l i t e ra tuurgegevens , zoals gepresenteerd i n tabe l 3» b l i j k t dat de t i j d s d u u r 
van de S-fase n i e t constant i s . Over de factoren die mogelijk aan deze f l u c ­
t u a t i e s ten grondslag l iggen, i s n i e t s bekend. 
Op grond van het sedimentat iegeirag kan het DMA van Physarum verdeeld worden 
i n twee f r a c t i e s : een snel sedimenterende en een met een lage sedimentat iesnel­
h e i d · I n c o r p o r a t i e van Tï—TdR in de snel sedimenterende f r a c t i e vindt gedurende 
de hele cyclus p l a a t s , t e rw i j l daarentegen inbouw in de langzaam sedimenterende 
f r a c t i e a l l e en t i j d e n s de G2—fase l i j k t p l a a t s t e vinden. 
Op grond van de zweefdichtheid kan het DNA verdeeld worden in 4 f r a c t i e s : 
het nuc l eo l a i r e , het chromosomale, het mitochondriale DNA en een f r ac t i e met 
zeer geringe zweefdichtheid. Gedurende de S—fase vindt incorpora t ie van H-TdR 
vri jwel u i t s l u i t e n d p l a a t s in het chromosomaal DHA, t e r w i j l i n de G2—fase — 
naast een geringe inbouw in DMA met dezelfde dichtheid a l s chromosomaal DNA -
voornamelijk inbouw in het nucleola i re en mitochondriale DNA p l a a t s v i n d t . I n 
de f r a c t i e met zeer geringe dichtheid vindt duidel i jke inbouw p l a a t s gedurende 
de G2—fase; of e r ook synthese van d i t materiaal gedurende de S—fase i s , kan 
n i e t met zekerheid vas tges t e ld worden. 
Uit de i n d i t hoofdstuk gepresenteerde experimenten v a l t n i e t op t e maken 
of gedurende de S—fase synthese van nuc l eo l a i r en mitochondriaal ША a l of n i e t 
p l a a t s v i n d t . Door Braun en Evans (1969) evenwel i s met behulp van se lect ieve 
e x t r a c t i e aangetoond, dat t i j d e n s de S—fase aanmaak van satell iet—MA p l a a t s 
v i n d t . 
De door ons gevonden langzaam sedimenterende DNA-fractie en de f r a c t i e met 
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zeer geringe dichtheid blijken hetzelfde materiaal te vertegenwoordigen. Van-
wege de zeer geringe sedimentatiesnelheid van deze fractie wordt ze door ons 
LS—DNA genoemd. In de hoofdstukken VI en VII van dit proefschrift zal beschre-
ven worden hoe langs biologische respectievelijk biochemische weg gepoogd is 
nadere gegevens te verkrijgen over de aard van het LS-KNA. 
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HOOFDSTUK IV 
ЗЕШМЕИТАТЕЕНЕБНАС АЛ DNA. PULSË-GELABELD I I J IENS IE S-FASE 
A. I n l e i d i n g 
I n d i t h o o f d s t u k wordt een pog ing b e s c h r e v e n om meer i n z i c h t t e k r i j g e n i n 
hoe de DNA—replicat ie h i j e u c a r y o t e n i n z i j n werk g a a t . D a a r t o e werd h e t sedi— 
m e n t a t i e g e d r a g i n s a c c h a r o s e — g r a d i ë n t e n van r e p l i c e r e n d DNA o n d e r z o c h t . De 
a a n l e i d i n g om h e t s e d m e n t a t i e g e d r a g t e onde rzoeken i s onze v e r o n d e r s t e l l i n g 
d a t de DNA—replicat ie p l a a t s v i n d t m of a a n een complex , d a t b e s t a a t u i t h e t 
r e p l i c e r e n d DNA en a n d e r e c e l l u l a i r e s t o f f e n of s t r u c t u r e n . Door de c e l zo mi ld 
m o g e l i j k t e l y s e r e n t i j d e n s de S - f a s e en h e t l y s a a t aan een s e d i m e n t a t i e - a n a l y s e 
t e onde rwerpen , zou h e t m o g e l i j k moeten z i j n h e t r e p l i c a t i e c o m p l e x , waarvan t e -
vens v e r o n d e r s t e l d w o r d t , d a t h e t een g r o t e r e s e d i m e n t a t i e s n e l h e i d h e e f t dan 
m e t - r e p l l e e r e n d DNA, t e s c h e i d e n van h e t m e t - r e p l i c e r e n d DNA. 
De l i t e r a t u u r g e g e v e n s , d i e ons a a n l e i d i n g hebben gegeven een d e r g e l i j k com-
p l e x t e v e r o n d e r s t e l l e n z i j n de v o l g e n d e . 
1) Werden i n v i t r o g e k w e e k t e , a s y n c h r o o n g r o e i e n d e z o o g d i e r c e l l e n gedu rende k o r -
t e t i j d gekweekt i n a a n w e z i g h e i d van H-TdR, dan b l e e k na f e n o l - of c h l o r o -
f o r m — i s o a t p y l a l c o h o l - ^ x t r a c t i e h e t DNA met de h o o g s t e s p e c i f i e k e a c t i v i t e i t 
z i c h t e b e v i n d e n i n de i n t e r f a s e (Ben P o r a t e t a l . , 1962; F r i edman en M u e l l e r , 
1969; P a o l e t t i e t a l . , 1967; L e v i s e t a l . , 1 9 6 ? ) . D i t v e r s c h i j n s e l werd e v e n -
wel doo r sonmige a u t e u r s n i e t waargenomen (Habener e t a l . , 1969; B e r g e r en 
I r v m , 1 9 7 0 ) . Het z i c h i n de i n t e r f a s e b e v i n d e n d e , s t e r k p u l s e - g e l a b e l d e 
m a t e r i a a l kon a l s r e p l i c e r e n d DNA worden aangemerk t door aan t e t o n e n , d a t 
na een chase—per iode m n i e t — r a d i o a c t i e f mediuir de s p e c i f i e k e r a d i o a c t i v i t e i t 
van h e t i n t e r f a se -DNA g e l i j k b l e e k t e worden aan d i e v a n h e t t o t a l e DNA (Ben 
P o r a t e t a l . , 1962; L e v i s e t a l . , 1967; F r i edman en M u e l l e r , 1 9 6 9 ) . D i t v e r -
s c h i j n s e l t r a d m e t op wanneer de DNA—synthese gedurende de chase werd s t o p -
g e z e t n e t b e h u l p v a n hydroxyureum (Fr iedman en M u e l l e r , 1 9 6 9 ) · Na o p l o s s e n 
v a n de i n t e r f a s e m SIB—buffer en c e n t r i f u g e r e n van d i e o p l o s s i n g o v e r een 
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l i n e a i r e saccharose—gradiBnt vonden Friedman en Mueller dat het interfabe— 
ША. bestond u i t twee f r a c t i e s : een zeer snel sedimente rende net een hoge 
specif ieke a c t i v i t e i t en een langzaam sedimenterende met een lage s p e c i ­
fieke a c t i v i t e i t . Het sedimentatiegedrag van het interfase—DNA veranderde 
n i e t door behandeling met pronase. 
Ook het pulse—gelabeld DNA dat na de fenol— of chlorofomb-isoamylalcohol— 
e x t r a c t i e in de waterfase t e r e c h t komt vertoont eigenschappen die van het 
met—repl icerend DNA afwijken. Bij HAK—kolonchromatog^afie bleek dat een 
deel van het pulse—gelabelde materiaal dezelfde a f f i n i t e i t t o t de kolom had 
a l s gewoon DNA, maar dat ook veel DNA met hoge specif ieke a c t i v i t e i t zeer 
s terk gebonden werd aan de kolom en s l e c h t s met hoge NaCl-concentraties ge— 
elueerd kon worden ( P a o l e t t i e t a l . , 1967; Holoubek, 1967; Probst , 1970, 
1971; Harrison, 1971). 
Deze r e s u l t a t e n doen venoeden, dat het rep l icerend DNA aan een of andere 
s t r u c t u u r gebonden i s . Het f e i t , dat het sedimentatiegedrag van het interfase— 
DNA n i e t verandert na pronase—behandeling, wi js t e r op dat deze s t r u c t u u r mo­
gel i jk een l ipide—achtig k a r a k t e r heef t . 
2) Door Pearson en Hanawalt (1971) werden van pulse-^elabelde HeLa—cellen de 
kernen ge ïso leerd en achtereenvolgens met pronase en NaCl behandeld. Het aldus 
verkregen lysaa t werd gesheared en op 0,5$ SIS gebracht . Sedimentatie van d i t 
lysaa t b i j 2 С m een saccharose—gradiënt l ee rde , dat een groot deel van het 
pulse—gelabeld DNA met de onder invloed van de lagere temperatuur ontstane 
SUS—kristallen cosedimenteerde en aldus van het niet—replicerend DNA te s c h e i -
den was. Door Hanaoka en Yamada (1971) werd gevonden, dat het rep l icerend DNA 
van HeLa—cellen gebonden werd aan magnesiumsaricosylaat-kristallen na toepas -
sing van de M—band—techniek van Tremblay en medewerkers (1969). De door het 
gedrag b i j fenol— en chloroform—isoamylalcohol—extractie a l gewekte sugges t ie , 
dat het repl icerend DNA aan een lipide—achtige s t ruc tuur gebonden zou kunnen 
z i jn , wordt door deze waarnemingen nog v e r s t e r k t . 
3) Electronenmicroscopisch—autoradiografisch onderzoek van Comings en Kakefuda 
(1968) en O'Brien en medewerkers (1972) had a l s r e s u l t a a t , dat het rep l icerend 
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UNA van zoogdiercellen met de kemmembraan geassocieerd zou zijn. Ook 
langs biochemische weg is aangetoond, dat replicerend DNA aan de kemmenw 
Ъгаап gebonden is (O'Bnen et al., 1972; Mizuno et al., 1971A, 1971B). 
Over de vraag of het replicerend DNA inderdaad aan de kemmembraan gebon­
den is heerst grote onzekerheid daar het andere auteurs steeds niet gelukt 
is de associatie van replicerend DNA met de kemmembraan aan te tonen 
(Williams en Ockey, 1970; Erlandson en de Harven, 1971; Ockey, 1972; Pakan 
et al., 1972; Huberman et al., 1973; Kay et al., 1971). Comings zelf was 
in een later artikel niet in staat zijn vroegere waarneming te bevestigen 
(Comings en Okada, 1973). 
Door Pakan en medewerkers (1972) wordt er op gewezen, dat de hierboven be­
schreven eigenschappen van replicerend DNA mogelijk te wijten zijn aan niet— 
specifieke, artificiële complexvorming van het replicerend DNA en andere cel-
componenten tijdens de lyse— en fractionenngsprocedures. De oorzaak van deze 
complexvoiiring zou gelegen kunnen zijn in het feit dat replicerend DNA — althans 
voor een gedeelte — enkelstrengig is zoals ook door Sato en medewerkers (l970) 
en Schandl en Taylor (1969) is aangetoond. Pakan en medewerkers (1972) toonden 
immers aan dat gedenatureerd DNA in grote lijnen dezelfde eigenschappen heeft 
als replicerend DNA. 
De boven beschreven aanwijzingen voor het bestaan van een replicatiecomplex 
zijn uitsluitend gevonden bij zoogdiermatenaal; bovendien zijn die aanwijzingen 
niet door iedere auteur, die zich met de betreffende problematiek heeft bezig 
gehouden, gevonden. Toch meenden wij van de veronderstelling uit te kunnen gaan 
dat de DNA—replicatie in Physarum polycephalum via een dergelijk complex zou 
verlopen. Door bestudering van het sedimentatiegedrag van in de S—fase pulse— 
gelabeld Ш А meenden wij dit complex te kunnen aantonen en eventueel te karakte­
riseren. 
B. Resultaten 
14 Een met C-TdH continu gelabeld Plasmodium werd, vanaf 15 minuten na de 
tweede mitose volgend op de coalescentie van de microplasmodia, overgebracht op 
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medium waarin 100 μ0 ΤΙ—TdR per ml aanwezig was. Na 4 ( A ) , 8 ( B ) , 16(C) en 
30(D) minuten werd -j- deel van het Plasmodium van het f i l t r e e r p a p i e r ge­
schraapt en gehomogeniseerd en gelyseerd a l s i n hoofdstuk I I beschreven. Het 
sedimentatiepatroon in l i n e a i r e saccharose—gradiBnten i s weergegeven in 
figuur 7. 
Het sedimentatiepatroon van het t o t a l e DNA — zoals t e zien i s aan de ver-
14 
del ing van de C—activi tei t over de gradient — i s vri jwel hetzel fde a l s weer­
gegeven i s in figuur 5· Het groots te gedeelte van het t o t a l e DNA sedimenteert 
onder de gegeven omstandigheden naar het midden van de gradiBnt, terwi j l een 
k l e i n gedeelte p r a c t i s c h Ъо еп i n de gradiSnt b l i j f t z i t t e n en een ander ge­
deel te zich onder in de g rad ient , op de onderlaag van 10% saccharose, ophoopt. 
Het i s m e t zeker, dat het zich onder in de gradiBnt bevindende materiaal a l l e e n 
bes taat u i t DNA dat inderdaad een grotere sedimentat iesnelheid heeft a l s de 
r e s t van het DNA: mogelijk i s het — a l thans voor een deel — daar t e r e c h t ge­
komen doordat het langs de wand van de c e n t n f u g e b u i s i s doorgeschoten (Moore, 
1969). 
De verdel ing van het gedurende de l a b e l p e n o d e gesynthet iseerde DNA v a l t 
3 /14 
m e t v o l l e d i g samen met die van het t o t a l e DNA. Vooral aan de r a t i o H/ С i s 
t e zien dat in de gradiBnten A en В een r e l a t i e f groot gedeelte van H-gelabeld 
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materiaal s n e l l e r sedimenteert dan het g roots te gedeelte van het C—gelabelde 
m a t e r i a a l . Om het ver sch i l des t e duide l i jker aan t e geven i s van elke f r a c t i e 
de r a t i o TI/ С betrokken op de r a t i o van de t o p f r a c t i e van de hoofdpiek van 
het continu gelabeld DNA. Op deze manier i s dus gegeven hoeveel maal g r o t e r of 
3 /14 k l e i n e r de r a t i o H/ С van een bepaalde f r a c t i e i s dan die van de t o p f r a c t i e 
14 
van het C—gelabeld m a t e r i a a l . Het i s duidel i jk dat e r in het zeer langzaam 
sedimenterend gedeelte van het continu gelabeld materiaal zeer weinig incorpo­
r a t i e van "Ή—TdH heeft p l a a t s gevonden. 
Het sedimentatiepatroon van het gedurende de l a b e l p e n o d e gesynthet iseerde 
DNA komt overeen met wat op grond van de i n de i n l e i d i n g van d i t hoofdstuk u i t ­
gesproken v e r o n d e r s t e l l i n g werd verwacht. Bl i jkbaar heeft een gedeelte van het 
gerepl iceerde DNA een hogere sedimentatiesnelheid dan het t o t a l e DNA. Aangezien, 
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Figuur 7: Sedimentatxegedrag van DNA, pulse-gelabeld t i j dens de S-fase . 
14 Een met С—TdR continu gelabeld Plasmodium werd vanaf M I I + 15' gekweekt 
op medium waarin 100 μΟ Η—TdH per ml aanwezig was. Na 4(A), 8 ( B ) , 16(C) en 
3 0 ( D ) minuten werd -j- deel van het Plasmodium van het f i l t r e e r p a p i e r afge­
schraapt, gehomogeniseerd, gelyseerd en gedurende 4ir uur gecentri fugeerd 
zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . De met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i ­
t e i t van de f r a c t i e s werd gemeten zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . F r a c t i e 
1 i s de bodem van de g r a d i e n t . 
14 
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naarmate de labelperiode langer wordt, de relatieve ratio in het snel sedi— 
menterende gedeelte afneemt en na 30 minuten nagenoeg de waarde van die van 
de topfracties van het continu-gelabelde materiaal bereikt, ligt het voor de 
hand aan te neren dat we hier te doen hehhen met replicerend DNA. 
Een reële scneiding tussen het replicerend en met—replicerend DM. is 
echter niet opgetreden» Zelfs na de korte pulse—labeling van 4 minuten is het 
in die tijd gerepliceerde DNA verspreid over de gehele gradiënt· Daar voor een 
nader onderzoek een hetere scheiding van het eventuele complex en net niet— 
replicerend DNA noodzakelijk is, is geprobeerd dit te bereiken door variaties 
aan te brengen m de procedure. 
Toevoeging van saccharose tot een concentratie van 20$ aan de homogenisatie— 
buffer in plaats van dextraan leverde geen betere scheiding op. Saccharose had 
echter als nadeel dat in zijn aanwezigheid met altijd complete lyse van het 
Plasmodium optrad zodat een deel van de totale met zuur precipiteerbare radio-
activiteit naar de bodem van de buis centrifugeerde. Werd saccharose of dex-
traan helemaal uit ae homogenibatiebuffer weggelaten, dan trad er bijna nooit 
een scheiding op tussen ™eer of minder sterk pulse—gelabeld materiaal. 
Vervanging van Sarkosyl door andere detergentia zoals SDS, Tween 80 en 
Triton X—100 had geen betere scheiding tot resultaat. In aanwezigheid van de 
met—ionische detergentia trad zelfs vrijwel geen lyse van de kernen op. 
Van groot belang voor de scheiding is de concentratie van het lysaat. Het 
is gebleken, dat naarmate minder plasmodiummateriaal op de gradiönt wordt ge-
bracht de scheiding tussen relatief sterk en minder sterk pulse—gelabeld mate-
riaal beter is. Een al te sterke verdunning kan echter niet worden toegepast 
omdat dan de hoeveelheid radioactiviteit per fractie te gering wordt om nog 
nauwkeurig gemeten te kunnen worden. De m figuur 7 toegepaste verdunning — een 
plasmoaiun per 20 ml lysaat — bleek het beste te voldoen. 
Verandering van de helling van de lineaire saccharose—gradiBnten als ook 
het toepassen van convexe en concave gradiënten leverde geen duidelijker schei-
ding op. 
Samenvattend kan dus gezegd worden dat alle pogingen om de scheiding tussen 
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meer en minder s terk pulse-gelabeld ША t e verbeteren geen p o s i t i e f r e s u l t a a t 
hebben opgeleverd. Deze s lechte scheiding maakt het ook onmogelijk pulse— 
chase-*xperimenten te i n t e r p r e t e r e n : het i s namelijk v o l s t r e k t onmogelijk met 
zekerheid vast t e s t e l l e n wat e r met het snel sedimenterende s terk pulse— 
gelabelde materiaal t i j d e n s de chase—periode gebeurt . 
С Discussie 
De bedoeling van het in dit hoofdstuk gepresenteerde werk was na te gaan, 
of het mogelijk zou zijn het in de inleiding van dit hoofdstuk gepostuleerde 
replicatiecomplei aan te tonen. Inderdaad is uit het gepresenteerde experiment 
gebleken dat, na lyse van het Plasmodium in de S—fase na pulse—labeling met TI— 
TdR, een gedeelte van het DNA, dat sneller sedimenteert dan de rest, een hogere 
specifieke TI—activiteit heeft dan het overige DNA. Tevens bleek dat het ver­
schil in relatieve specifieke activiteit tussen het snel sedimenterende DNA en 
het overige DNA minder werd na voortgezette labeling. Dit resultaat is in vol— 
ledage overeenstemming met wat verwacht werd. 
De door Fakan en medewerkers (1972) naar voren gebrachte mogelijkheid dat 
replicerend DNA artificieel in complexen zou kunnen worden opgenomen, wordt 
door het gepresenteerde experiment niet ontzenuwd. Het zou zeer wel mogelijk 
kunnen zijn, dat in het pas gerepliceerde Ш А nog enkelstreng—stukjes voorkomen 
en het daardoor — althans voor een gedeelte — aspecifiek aan snel sedimenterende 
structuren gebonden wordt. 
Het door ons verkregen resultaat is in overeenstemming met wat Brewer (1972) 
gevonden heeft. Hij vergeleek het sedimentatiegedrag van een kemlysaat van een 
in de S—fase pulse—gelabeld Plasmodium met dat van een kemlysaat van een tot 
in de G2—fase continu gelabeld Plasmodium. Het bleek nu dat het pulse—gelabeld 
materiaal gemiddeld een iets grotere sedimentatiesnelheid had dan het continu 
gelabelde. Werd na de pulse—labeling nog een chase—periode toegepast van 60 
minuten, dan bleken de sedimentatiepatronen van pulse— en continu gelabeld ma­
teriaal samen te vallen. Brewer schrijft de snellere sedimentatie van het pulse— 
gelabeld materiaal niet toe aan een replicatiecomplex, maar hij neemt aan dat de 
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s n e l l e r sedimenterende f r a c t i e bes taat u i t rep l ioa t ievorken, die een hoger 
molecuulgewicht zouden ЬеЪЪеп dan niet—replicerend DNA. Een dergel i jke v e i ^ 
k l a r i n g i s ook voor ons experiment n i e t u i t g e s l o t e n . 
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HOOÍTBTUK Y 
УЕНЗСНШДШ) KFBECT VAN С Т С І І О Н Е Д Ш І Е OP ЛЕ ЗТОТНЕЗЕ YAJÍ CHROMOSOMAAL DNA EN 
MJCLEOLAIR EN MITOCHONDRIAAL MA 
A. In l e id ing 
De DNA—synthese van Physamm polyeephalum gedurende de S—fase wordt sterk 
onderdrukt door de aanwezigheid van oycloheximide (Cumnins en Rusch, I966; 
Muldoon et al., 1971)· De primaire werking van cycloheximide is de blokkering 
van de oytoplasmatische eiwitsynthese (MoKeehan en Hardesty, 1969; Siegel en 
Sisler, 1964). Onderzoekingen aan gist (Orossman et al«, I969) en Chlorella 
(Wanka en Moors, 1970; Wanka et al., 1972B) hehben aangetoond dat door stop-
zetting van de oytoplasmatische eiwitsynthese tijdens de S—fase de aanmaak van 
het kem—DNA verhinderd wordt, terwijl daarentegen de synthese van satelliet— 
DNA kan blijven plaats vinden zonder dat tegelijkertijd eiwitsynthese optreedt. 
Naar aanleiding van dit gegeven werd verondersteld dat voor de synthese van 
kern—DNA gelijktijdige aanmaak van specifieke eiwitten noodzakelijk is, terwijl 
dat niet het geval is voor de synthese van satelliet—DNA. 
Het onafhankelijke gedrag van het satelliet—DNA zou echter ook verklaard kun-
nen worden door het feit, dat het gelocaliseerd is in mitochondrion en chloro-
plasten. 
Aangezien een van de satelliet—DNA's van Physarum polyeephalum in de kern 
gelocaliseerd is - het nucleolaire DNA (Outtes et al., I969) - en ook gedurende 
de G2-fase gesynthetiseerd wordt (Holt en Gurney, 1969; Braun en Evans, 1969), 
is het mogelijk deze laatste verklaring te toetsen door het effect van cyclo— 
heiimide op de synthese van het nucleolaire DNA na te gaan. 
B. Resultaten 
Het effect van cycloheximide op de synthese van DNA gedurende de S—fase werd 
nagegaan door het volgende experiment: een continu gelabeld Plasmodium werd 25 
minuten na M II in twee stukken verdeeld. Het ene stuk werd verder gekweekt op 
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medium waaraan TI—TdH was toegevoegd, het andere stuk werd op medium verder 
gekweekt dat behalve "Tl—TdR ook oycloheximide heva t t e . Na een uur werden de 
stukken van het f i l t r e e r p a p i e r geschraapt . Na feno lex t rac t i e werden de nu— 
cleTnezuren aan dichtheidsanalyse onderworpen zoals beschreven i s in hoofd-
stuk I I . 
Zoals b l i j k t u i t f iguur 8 i s de incorporat ie van TaR in DNA in de met cyc lo-
heximide behandelde cul tuur s l ech t s ongeveer 10^ van die van de con t ro l e . Of e r 
m de aanwezigheid van cycloheximide synthese van satelliet—DNA heeft p l a a t s 
gevonden, i s vanwege de geringe hoeveelheid geïncorporeerde label m e t duide-
l i j k vas t t e s t e l l e n . 
Het effect van cycloheximide op de DNA—synthese in de G2—fase werd nagegaan 
door een Plasmodium op analoge wijze te behandelen a l s in het v o n g e experiment 
(f iguur 9 ) · Het b l i j k t nu dat in de met cycloheximide behandelde cul tuur de 
incorpora t ie van TdR in de beide satel l ie t -DNA's ongeveer 60$ i s van die in de 
controle—cultuur. Deze l i c h t e vermindering van de incorpora t ie zou verklaard 
kunnen worden door aan te nemen dat — zoals dat b i j Chlore l la (Wanka e t a l . , 
1972A) het geval i s - in aanwezigheid van cycloheximide de endogene nucleo-
tidenpool toeneemt, hetgeen verdunning van de toegevoegde label t o t gevolg 
hee f t . 
De conclusie die dan ook u i t deze experimenten getrokken kan rforden i s , dat 
de synthese van chromosomaal DNA wel, de synthese van nuoleola i r en mitochon-
dr iaa l KMA n ie t geremd wordt door de aanwezigheid van cycloheximide. 
Bij beschouwing van de verdel ing van de r a d i o a c t i v i t e i t e n over de gradiënten 
v a l t op dat - behalve een geringe aanduiding in figuur 9 - m geen enkel prepa-
raat sprake і ь van LS—DNA. Aangezien het enige belangri jke v e r s c h i l i n proce­
dure tussen dese experimenten en die van de hoofdstukken I I I en VI het f e i t i s 
dat e r nu f e n o l e x t r a c t i e i s toegepast , moet worden aangenomen dat het LS—DNA 
t i j d e n s de f e n o l e x t r a c t i e ver loren i s gegaan. 
C. Discussie 
Het r e s u l t a a t van deze experimenten stemt v o l l e d i g overeen net de u i t de 
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Figuur 8: Het effect van cycloheximide op de incorporatie van TdR in DNA 
tijdens de Ξ—fase. 
14 Een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium werd 2$ minuten na M I I in twee 
gelijke stukken verdeeld. Stuk A werd verder gekweekt op medium, waaraan H-
TdR was toegevoegd ( 10 цС/ті); stuk В werd verder gekweekt op medium, waaraan 
behalve de gegeven hoeveelheid H-TdR ook nog cycloheximide was toegevoegd tot 
een concentratie van 50 μΗ· Na een uur werden de stukken van het filtreerpa^ 
pier geschraapt. Na fenolextractie werden de nucleTnezuren aan dichtheidsana— 
lyse onderworpen zoals beschreven i s in hoofdstuk I I . 
De gradiKnten zijn omgerekend tot een totaal van 1000 dpm С per gradiönt. 
Fractie 1 is de bodem van de gradiënt. 
14 i. 
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Figuur 9: Het effect van cyoloheximide op de incorporatie van TdR in DNA 
tijdens de G2-fase. 
14 Een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium werd 6 uur na M I I i n twee ge l i jke 
stukken verdeeld. Stuk A werd verder gekweekt op medium dat 100 μΠ "Ή-ΤάΗ per 
ml b e v a t t e ; stuk В werd verder gekweekt op medium waaraan behalve de gegeven 
hoeveelheid H—TdH ook nog 50 μΜ cycloheximide was toegevoegd. Na een uur 
werden de stukken van het f i l t r e e r p a p i e r geschraapt . Na f e n o l e x t r a c t i e werden 
de nucleTnezuren aan dichtheidsanalyse onderworpen zoals beschreven i s i n 
hoofdstuk I I . 
1d De gradiSnten zijn omgerekend tot een totaal van 1000 dpm С per gradient. 
Fractie 1 is de bodem van de gradient. 
dpm 1 4C dpm 3H 
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l i t e r a t u u r h ierover bekende gegevens van g i s t (Grossman et a l . , 1969) en 
C h l o r e l l a (Wanka en Moors, 1970). Bovendien i s aangetoond dat het v e r s c h i l l e n d 
e f fect van oyoloheximide op de synthese van chromosomaal UNA en de andere DNA's 
— a l t h a n s i n Physarum polycephalum — n i e t kan worden toegeschreven aan de l c ^ 
c a l i s a t i e i n ver schi l l ende organellen, daar het chromosomale ИНА en het nucleo— 
l a i r e ША heide i n de k e m ge loca l i seerd z i j n . Daar zowel de synthese van nu^ 
c l e o l a i r DHA a l s die van mitochondriaal ША onafhankelijk i s van g e l i j k t i j d i g 
optredende cytoplasmatische e iwitsynthese, wordt de opvat t ing gesteund, dat de 
gevoeligheid voor cycloheximide van de synthese van het chromosomaal ША b e ­
rus t op de specif ieke s t r u c t u u r van de chromosomen. 
Volgens Cummins en Husch (I966) en Muldoon en medewerkers (1971) v indt de 
synthese van het chromosomale ША van Physarum p l a a t s i n opeenvolgende stappen. 
Elke synthese—stap wordt gereguleerd door specif ieke e i w i t t e n , die pas gesyi>-
t h e t i s e e r d worden a l s de vorige synthese—stap vo l tooid i s . Om deze reden t r e e d t 
geen accuraulatie van deze e iwi t ten op wanneer de DNA-synthese geremd wordt door 
f luoro-tir idine (Cummins en Rusch, 1966). 
Bi j C h l o r e l l a daarentegen i s de cont inuer ing van de synthese van het k e m -
ША afhankeli jk van de synthese van specif ieke e i w i t t e n waarvan de synthese 
doorgaat a l s de ША—synthese geremd wordt met hydrosyureum (Wanka e t a l . , 1972B). 
Het f e i t dat de synthese van mitochondriaal en n u c l e o l a i r DHA onafhankelijk i s 
van g e l i j k t i j d i g optredende eiwitsynthese doet vermoeden dat geen van heide 
hoven geschets te mechanismen betrokken i s b i j de r e g u l a t i e van de synthese van 
deze DNA's. 
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HOOFDSTUK VI 
EHICE ШОШДЗСНЕ ΕΧΙΈΗΙΜΕΙΠΕΝ OMTHENT HET LS-MA 
Α. Іп1еіад.пя 
I n hoofdstuk I I I і в reeds naar voren gekomen dat in de kemoyolus van 
Physarum polyoephalum gedurende de 02—fase na l a b e l i n g met 'Tï-TdR n ie t a l l e en 
de u i t de l i t e r a t u u r (Braun en Evans, 1969» Holt en Gurney, 1969) bekende 
satelliet—DHA-fracties r ad ioac t i e f worden, maar ook nog een andere f r a c t i e . 
Deze f r ac t i e — het LS—DNA — onderscheidt zich van de d n e reeds bekende DNA— 
f r a c t i e s door een zeer geringe sedimentat iesnelheid en een zeer lage zweef— 
dich the id . Het in hoofdstuk I I I gepresenteerde experiment ( z i e figuren 4 en 5) 
wekte s te rk het vermoeden, dat het LS—DNA voornamelijk i n de G2-fase gesynthe-
t i s e e r d zou worden. I n d i t hoofdstuk i s nauwkeuriger nagegaan of e r p e r i o d i c i -
t e i t bes taa t in de synthese van LS—DNA. Tevens i s onderzocht hoe s t ab i e l het 
LS—DNA in vivo i s . 
Ook i s het e f fec t van cycloheximide en ethidiumbromide op de aanmaak van LS— 
DNA nagegaan. Aanwezigheid van cycloheximide verhinder t de synthese van chromo-
somaal ША (Cummins en Rusch, I966; Muldoon et a l . , 197l)i doch l a a t de synthese 
van n u c l e o l a i r en mitochondnaal ША (z ie hoofdstuk V) t o e . Van ethidiumbromide 
i s bekend, dai het de synthese van chromosomaal DNA en n u c l e o l a i r DNA n i e t vei^-
h m d e r t , maar de synthese van mitochondnaal DNA specif iek remt (Horwitz en Holt , 
1971). 
Misschien kan het r e s u l t a a t van het i n de v o n g e a l i n e a genoemde experiment 
een aanduiding geven over de s t r u c t u u r van het LS—DNA en de r e g u l a t i e van de 
synthese ervan. 
B. Resul taten 
Synthese van LS-DNA i n de kemcyclus 
Om t e zien of de synthese van LS—DNA over de hele G2—fase met ge l i jke s n e l ­
he id ver loopt , dan wel f l u c t u a t i e s ver toont , i s het volgende experiment uitge— 
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voerd. Van een met C-^ TdR continu gelabeld Plasmodium werd tussen M I I en 
M I I I op gezet te t i j d e n ( z i e figuur 10) een deel gedurende 10 minuten ge­
kweekt op medium waaraan "Ή—TdR was toegevoegd. Na deze pulse werd het stuk 
Plasmodium gelyseerd en van het lysaat werd 1 ml gecentri fugeerd over een 
l i n e a i r e saccharose—gradiënt· 
Uit het r e s u l t a a t van het experiment b l i j k t dat de S—fase na M I I ongeveer 
2¿· uur geduurd heeft en dat de t i jdsduur tussen M I I en M I I I 8 uur bedragen 
hee f t . I n de beide monsters die in het begin van een S—fase genomen z i jn 
(M I I + -J- hr ; M I I I ) v a l t geen synthese van LS—ША waar t e nemen. I n de andere 
monsters i s d i t wel het geval, maar het b l i j k t duidel i jk dat pas gedurende de 
l a a t s t e twee uur voor de mitose de g roots te incorpora t ie van H-TdR i n het LS— 
ША heeft p l a a t s gevonden. 
De conclus ie , die u i t d i t experiment getrokken kan worden, i s : gedurende de 
hele G2-fase v indt enige synthese van LS-ІЖА p l a a t s , maar i n de l a a t s t e twee 
uur van de cyclus v indt de synthese van het merendeel van het LS—UNA p l a a t s . 
De synthese van LS—ША houdt op zodra de volgende mitose aanbreekt, en komt 
pas weer op gang t i j d e n s of na afloop van de daarop volgende Ξ—fase. 
S t a b i l i t e i t van het LS-BNA in vivo 
Het volgende experiment i s uitgevoerd om t e achterhalen of eenmaal gevoimd 
LS—DRA i n de loop van de volgende kemcyclus nog veranderingen ondergaat wat 
b e t r e f t z i jn sedimentatie—eigenschappen. Gedurende 20 minuten m de l a t e G2— 
14 i, 
fase werd een met C—TdR continu gelabeld Plasmodium pulse—gelabeld met TI— 
TdH. Na de pulse werd het Plasmodium verder gekweekt op niet—radioact ief medium. 
E r werd d n e шааі een gedeelte van het Plasmodium gelyseerd, namelijk op het 
t i j d s t i p van mitose, aan het einde van de daarop volgende S—fase en midden m 
de weer daarop volgende G2—fase. Elk l y s a a t werd gecentri fugeerd over een l i n e ­
a i r e saccharose—gradient. 
Hoewel de scheiding tussen het LS—ША en het ovenge DNA — zoals t e zien i s 
14 aan de verdel ing van de C—activiteit over de gradiënten — n i e t optimaal i s , 
kan toch met zekerheid vas tges t e ld worden dat het LS—ША — a l t h a n s wat z i j n 
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Figuur 10: Synthese van LS—DNA gedurende de kemcyclus van Phy^j-rum poly— 
cephalun. 
Stukken van een continu gelabeld Plasmodium werden op de aangegeven t i j d s t i p ­
pen tussen К I I en К I I I gedurende 10 minuten pulse—gelabeld op medium dat 100 
μ0 Η—TdH per ml b e v a t t e . Na de pul^e werden de stukken gelyseerd er van de 
lysa ten werd 1 ml gedurende 5 uur gecentri fugeerd over een l i n e a i r e saccharose— 
gradiënt zoals beschreven ia m hoofdstuk I I . De met zuur prec ip i teerbare r a d i o -
a c t i v i t e i t van de f r ac t i e s werd gemeten zoals beschreven i s in hoofdstuk I I . 
De gradiBnten z i jn omgerekend to t een t o t a a l van 1000 dpm С per graditînt. 
F rac t i e 1 i s de bodem van de g rad ien t . 
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Figimr 11s Sta l i i l i te i- t i n vivo van het LS-IJNA. 
Een continu gelabeld Plasmodium werd van M I I - 60' t o t M I I - 40' pu l se-
gelabeld op medium dat 10 цС Tl-Jriffl/ml b e v a t t e . Na de pulse werd het Plasmodium 
verdei1 gekweekt op m e t - r a d i o a c t i e f medium. Op het t i j d s t i p M I I (A), M I I + 
90 ' (В) en M I I + 5 uur (с) werd een deel van het Plasmodium gelyseerd en van 
het ly saat werd 1 ml gedurende 5 uur gecentri fugeerd over een l i n e a i r e saccha­
rose—gradient zoals beschreven i s in hoofdstuk I I . De met zuur prec ip i teerbare 
r a d i o a c t i v i t e i t van de f r a c t i e s werd gemeten zoals beschreven i s i n hoofdstuk 
I I . De gradiënten z i jn omgerekend t o t een t o t a a l van 1000 dpm С per g r a d i e n t . 
F r a c t i e 1 i s de bodem van de g r a d i e n t . 
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sedimentatie-eigenschappen b e t r e f t — s t a b i e l i s ( f iguur 11). 
Effect van cyclohemmide en ethidiumbromide op de synthese van het LS—DNA 
Zoals m de i n l e i d i n g van d i t hoofdstuk reeds ges te ld i s , wordt de aanmaak 
van chromosomaal DMft geremd wanneer de cytoplasmatische eiwitsynthese door 
cyclohenmide stopgezet wordt (Cummins en Rusch, 1966; Muldoon et a l . , 1971)? 
t e r w i j l de synthese van het mitochondriale en n u c l e o l a i r e DNA doorgaat. Door 
het effect van cycloheximide op de synthese van het LS—DNA na t e gaan, kan 
achterhaald worden of ook de aanmaak van LS—DNA a l of n i e t afhankel i jk i s van 
t e g e l i j k e r t i j d optredende synthese van cytoplasmatische e i w i t t e n . Daartoe i s 
14 het volgende experiment ui tgevoerd: een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium 
werd twee uur voor M I I I i n twee gel i jke stukken verdeeld. Stuk A werd verder 
gekweekt op medium, waaraan H—TdR was toegevoegd (10 (jC/ml), stuk В werd v e r ­
der gekweekt op medium, waaraan behalve de gegeven hoeveelheid H-TdR ook nog 
cycloheximide was toegevoegd t o t een concentrat ie van $0 μΜ. Op het t i j d s t i p 
van M I I I i n stuk A werden de twee stukken gelyseerd en de ly sa ten werden ge­
centr i fugeerd over een l i n e a i r e saccharose—gradiSnt. Uit het r e s u l t a a t ( f iguur 
12) b l i j k t dat de synthese van LS—DNA — evenals dat het geval i s met de syn­
these van het chromosomale DNA — geremd wordt, wanneer de cytoplasmatische 
eiwitsynthese geremd wordt. I n stuk Б werd geen mitose waargenomen. Dit i s m 
overeenstemming met de bevinding van Cummins en medewerkers (1965)» d3·"!- m aan­
wezigheid van cycloheximide de mitose n i e t kan p l a a t s vinden. 
Het ef fect van ethidiumbromide op de DNA-synthese i n de 02-fase i s nagegaan 
14 in het volgende experiment. Een met C-TdR c o r t i n u gelabeld Plasmodium werd 
5 uur na M I I I m twee ge l i jke stukken verdeeld. Stuk A werd verder gekweekt op 
medium waaraan 40 цС/пй TI—TdR was toegevoegd, stuk В op medium, waaraan behalve 
de gegeven hoeveelheid "Ή-TdR ook nog ethidiumbromide was toegevoegd t o t een 
c o n c e n t r a t i e van 20 μΜ. Na dr ie uur werden de beide stukken gelyseerd. De l y s a ­
ten werden gecentri fugeerd over een l i n e a i r e saccharose—gradiBnt. De sedimenta^-
t i e p a t r o n e n z i jn weergegeven i n figuur 13· 
Het b l i j k t , dat de t o t a l e incorpora t ie van H^TdR i n met zuur p r e c i p i t e e r b a a r 
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Figuur 12: De invloed van oycloheximide op de synthese van LS—DNA. 
Bon continu gelabeld Plasmodium werd twee uur voor M I I I i n twee stukken ver­
deeld. Stuk A werd verder gekweekt op medium, waaraan 10 μθ/ιτι1 H-TdH was t o e ­
gevoegd, stuk В werd verder gekweekt op medium waaraan ЪеКаІ е de gegeven hoe­
veelheid "Ή-TdH ook nog oycloheximide was toegevoegd t o t een concentra t ie van 
50 μΜ. Op het t i j d s t i p van M I I I werden de stukken gelyseerd en van de ly sa ten 
werd 1 ml gedurende 5 uur gecentrifugeerd over een l i n e a i r e saccharose—gradiënt 
zoals heschreven i s in hoofdstuk I I . De met zuur p rec ip i t ee rbare r a d i o a c t i v i t e i t 
van de f r a c t i e s werd gemeten zoals besenreven i s m hoofdetux I I · 
14 De graòiHnten z i jn omgerekend to t een t o t a a l van 1000 dpm С per g rad iën t . 
F r a c t i e 1 i s de hodem van de grad iën t . 
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Figuur 13: Het effect van ethidiombromide op de BNA-synthese m de G2-fase. 
Een continu gelabeld Plasmodium werd 5 uur na M I I I i n twee stukken verdeeld. 
Stuk A werd verder gekweekt op medium waaraan 40 μΟ/πύ. "Ή—TdR was toegevoegd. 
Stuk В werd verder gekweekt op medium waaraan, behalve de aangegeven hoeveelheid 
"ΊΙ—TdR, ethidiumbromide was toegevoegd t o t een concentra t ie van 20 μΜ. Na dr ie 
uur werden de stukken gelyseerd en van de ly sa ten werd 1 ml gecentri fugeerd 
zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I . De met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t 
van de f r a c t i e s werd gemeten zoals beschreven i s in hoofdstuk I I . 
14 De gradiënten z i jn omgerekend t o t een t o t a a l van 1000 dpm С per gradiSnt . 
F r a c t i e 1 i s de bodem van de gradiBnt. 
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materiaal m de cultuur, gekweekt in aanwezigheid van ethidiumbromide, sterk 
verminderd is ten opzichte van de controle—cultuur· Bit moet worden toege­
schreven aan remming van de mitochondriale ША—synthese, zoals door Horwitz 
en Holt (ISTI) ЪезсЬге еп is. Op de incorporatie in het LS—ША lijkt de aan^ 
wezigheid van ethidiumhromide geen invloed te ЬеЪЪеп gehad. 
C. Discussie 
Het i s m d i t hoofdstuk gebleken dat de synthese van LS—DNA voornamelijk 
p l a a t s v indt gedurende ongeveer twee uur onmiddelli jk voorafgaande aan de 
mitose. Dit wi js t e r op dat de incorporat ie van H-TdH i n deze f r a c t i e m e t 
berust op aspeci f ieke, Sarkosyl—resistente adsorpt ie aan een of andere met 
zuur p r e c i p i t e e r b a r e plasnodium—component. Ook het f e i t , dat de incorporat ie 
van "Ti-TdR xn het LS-DNA geremd wordt door de aanwezigheid van cyclohexxmide 
wi js t i n die r i c h t i n g . Het kan op d i t moment e c h t e r n i e t worden u i t g e s l o t e n 
dat de waargenomen sterke incorporat ie van TI—Tdft in de LS—ША—fractie mis­
schien toch berust op de synthese van een stof, waaraan H—TdR — of met "Ή 
gelabeld ША — Sarkosyl—resistent gebonden wordt. 
J u i s t het f e i t dat het LS—DNA vlak voor het begin van de mitose g e s y n t h e t i ­
seerd wordt, doet het vermoeden n j z e n dat het h i e r gaat om een precursor of 
r e g u l a t o r , die i n voldoende mate aanwezig moet z i jn , wil de mitose kunnen begin­
nen. Door Oppenheim en K a t z i r (1971) i s aangetoond, dat gedurende de G2-fase 
een fac tor i n a c t i v i t e i t toeneemt, die in s t a a t i s de mitose t e vervroegen wan­
neer h i j — na e x t r a c t i e — wordt toegediend aan een Plasmodium, dat i n het begin 
van de (32—fase v e r k e e r t . Mogelijk i s het door ons gevonden LS—DNA verantwoorde­
l i j k voor de door Oppenheim en Katz i r (1971) gevonden a c t i v i t e i t . 
Uitgaande van het bovenstaande i s het mogelijk het ef fect van cycloheximide 
op de mitose — zoals onderzocht door Cummins en medewerkers (1965) - t e intei^-
pre teren a l s het gevolg van het f e i t , dat LS—DNA m aanwezigheid van cyclohexi­
mide m e t wordt aangemaakt. Cummins en medewerkers vonden dat de mitose m e t 
p l a a t s kon vinden, a l s cycloheximide aan het Plasmodium werd toegevoegd m de 
G2—fase. Werd het cycloheximide echter minder dan 15 minuten voor de metafase 
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toegevoegd, dan trad wel mitose op, maar deze nam dan veel meer txjd m beslag 
als in normale omstandigheden. Deze remming en vertraging werd door Cuiranins en 
medewerkers toegeschreven aan het feit dat in aanwezigheid van cycloheximide 
eiwitten, die nodig zijn voor het starten en completeren van de mitose, niet 
aangemaakt worden. Daar ook de synthese van het LS-DNA door cycloheximide ge­
remd wordt, kan het m e t uitgesloten geacht worden, dat — tenminste voor een 
deel — het effect van cyclohenmide op de mitose herust op het feit, dat er 
niet voldoende LS-ША is aangemaakt. 
Een mogelijke functie van het LS—DNA met betrekking tot de synthese van het 
chromosomale DNA kan m e t worden uitgesloten; de enige aanleiding echter om een 
dergelijke functie te veronderstellen is het feit dat het LS—DNA voornamelijk 
vlak voor het hegin van de S-fase wordt gesynthetiseerd. In ieder geval staat 
vast dat het LS—DNA met op een zodamge manier aan het chromosomale Ш А ge­
bonden — of er in geïncorporeerd — wordt, dat het na lyse van het Plasmodium 
met het chromosomale DNA cosedamenteert. 
Bij Physarum polyoephalum heeft ethidiumbromide een remmend effect op de 
synthese van mitochondriaal Ш А , maar laat de synthese van chromosomaal en 
nucleolair DNA ongemoeid (Horwitz en Holt, 1971)· 0°^ l n l n vitro gekweekte 
zoogdiercellen (Nass, 1972) en gist (Goldring et al., 1970) is dat het geval. 
Het verschillend effect van ethidiumbromide kan waarschijnlijk worden toege­
schreven aan structurele verschillen tussen chromosomaal en mitochondriaal DNA. 
Ethidiumbromide bindt zich intercalair aan DNA; bij circulair DNA heeft dit een 
verandering van het aantal "supercoils" (Radloff et al«, 1967; Bauer en 
Vinograd, 1968) tot gevolg. Daar het mitochondriale DNA van gist (Hollenberg 
et al·, 1970) en dat van HeLa^-oellen (Leibowitz, 1970) en andere in vitro ge­
kweekte zoogdiercellen (Nass, 1972) circulair is, is het waarschijnlijk dat het 
effect van ethidiumbromide op de synthese van het mitochondriale DNA juist be­
rust op het feit dat dit DNA circulair is. Het mitochondriale DNA van Physarum 
kon weliswaar met als circulair DNA geïsoleerd worden, maar de heterogeniteit 
van de geïsoleerde moleculen en het variabele aantal enkelstreng-breuken er in 
deden vermoeden, dat het geïsoleerde mitochondriale DNA een afbraakproduct van 
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c i r c u l a i r e ША-чпо1есіі1еп zou kunnen z i jn (Sonenshein en Holt , 1968). Uit het 
f e i t dat de synthese van LS-ША n i e t door ethidiumbromide geremd wordt, kan 
derhalve de conclusie getrokken worden, dat het LS-ША hoogstwaarschi jnli jk 
geen c i r c u l a i r e s t r u c t u u r h e e f t . 
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HOOFDSTUK VII 
EEN POGING TOT BIOCHEMISCHE KARAKTERISERING VAH HET LS-ША 
A . I n l e i d i n g 
I n de h o o f d s t u k k e n I I I en VI i s r e e d s n a a r v o r e n gekomen d a t i n de k e r n c y c l u s 
v a n Physarum p o l y c e p h a l u m g e d u r e n d e de G2-fase na l a b e l i n g met "TJ-TdR n i e t a l ­
l e e n de u i t de l i t e r a t u u r ( H o l t en G u m e y , 1969; Braun e n E v a n s , I969) bekende 
s a t e l l i e t — D N A — f r a c t i e s r a d i o a c t i e f worden, maar ook nog e e n a n d e r e f r a c t i e — 
h e t LS—ША — d i e z i c h i n de d r i e v o l g e n d e o p z i c h t e n o n d e r s c h e i d t van de r e s t 
v a n h e t Physarum—DNA: 
1) De s e d i m e n t a t i e s n e l h e i d van h e t LS—DNA i s v e e l l a g e r dan d i e v a n de r e s t v a n 
h e t Physarum-DNA. 
2) De s y n t h e s e v a n h e t LS-DNA v i n d t v o o r n a m e l i j k p l a a t s g e d u r e n d e o n g e v e e r twee 
u u r o n m i d d e l l i j k v o o r a f g a a n d e a a n de m i t o s e « 
3) De z w e e f d i o h t h e i d v a n h e t LS—DNA i a v e e l l a g e r dan d i e v a n de r e s t v a n h e t 
Physarum-DNA. 
B i j de d o o r ons t o e g e p a s t e c e n t n f u g a t i e m e t h o d e h e e f t de b o v e n g r e n s v a n de 
СsC1—gradiBnt e e n d i c h t h e i d v a n o n g e v e e r 1,65 é^cm . De z w e e f d i c h t h e i d van h e t 
LS—DNA i s dus — g e z i e n h e t f e i t d a t h e t z i c h t i j d e n s de c e n t n f u g a t i e ophoopt 
h e l e m a a l boven op de g r a d i e n t - k l e i n e r of g e l i j k aan 1,65 g/cm . Daar z u i v e r 
DNA - welke b a s e n s a m e n s t e l l i n g h e t ook moge hebben - een zo l a g e z w e e f d i o h t h e i d 
m e t h e e f t , l i g t de g e v o l g t r e k k i n g v o o r de hand d a t h e t g e d r a g v a n LS—DNA i n de 
С sC 1—gradient v e r o o r z a a k t zou kunnen worden d o o r d a t h e t LS—ША n i e t a l l e e n b e ­
s t a a t u i t DNA, maar u i t nog e e n of meer a n d e r e componenten d i e v e r a n t w o o r d e l i j k 
z i j n v o o r d e z e l a g e z w e e f d i o h t h e i d . V e r d e r b l i j k t u i t de g e r i n g e s e d i m e n t a t i e -
s n e l h e i d d a t h e t LS—ША e e n b e t r e k k e l i j k k l e i n m o l e c u u l moet z i j n . 
I n d i t h o o f d s t u k worden e x p e r i m e n t e n b e s c h r e v e n d i e t o t d o e l hadden n a d e r e 
g e g e v e n s t e v e r s c h a f f e n o v e r de s t r u c t u u r v a n h e t LS-ША. V o o r a l was h e t de b e ­
d o e l i n g n a t e g a a n of h e t LS—ША — a l of n i e t mede - u i t DNA b e s t a a t . 
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В. Resultaten 
R a d i o a c t i v i t e i t van IiS-ЩА і в aan thymine gebonden 
Het kan n i e t u i t g e s l o t e n worden geacht — ook omdat d i t door Holt en Gurney 
(1969) reeds i s waargenomen — dat Physanun polycephalum extern aangeboden TdR 
kan afbreken en de afbraakproducten gebruiken voor de synthese van andere 
plasmodiale componenten dan a l l e e n BKA.. Het i s daarom noodzakeli jk na t e gaan 
of de "TI-act iv i te i t die i n het LS-ША wordt aangetroffen inderdaad aan thymine 
gebonden i s · 
14 
Hiertoe i s het volgende experiment ui tgevoerd. Ken met C-TdR continu ge­
labe ld Plasmodium werd van M I I I — 75 minuten t o t M I I I pulse—gelabeld met TI— 
TdR. Na lyse van het Plasmodium werd dr ie maal 1 ml van het l y s a a t gecentr i fu­
geerd over een l i n e a i r e saccharose—gradient en de LS-EMA bevattende f r a c t i e s 
werden samengevoegd· Het LS—DNA werd met behulp van PCA geprec ip i teerd en v i e r 
maal met aicohol 70$ gewassen, zodat a l l e niet—geTncorporeerd TdR verwijderd 
was. Na wegdampen van de alcohol werd het neers lag, samen met een hoeveelheid 
14 C-TdR, opgenomen In 1 ml 6 N HCl. Het geheel werd nu onder s t i k s t o f gehydro-
lyseerd b i j 100 С gedurende 16 uur . Na de hydrolyse werd het ШІ weggedampt en 
het res idu opgenomen i n 0,5 ml HoO. Dit mengsel werd gechromatografeerd op pa­
p i e r , dalend, met isopropanol-H:i-H 20(v/v/v = 17o/4l/39) (Pujisawa e t a l . , 1959) 
a l s loopvloei s tof . Uit het vo l led ig samenvallen van de r a d i o a c t i v i t e i t s p i e k e n 
( z i e f iguur 14) bleek dat de i n het LS-DNA geïncorporeerde "TI-act ivi te i t aan 
thymine gebonden i s . 
14 De mogelijkheid da t , door gebruik van eventuele afbraakproducten van C— en 
Ti-TdR, op n i e t specif ieke wijze stoffen zouden kunnen worden gelabeld met een 
lage sedimentat iesnelheid en een lage zweefdichtheid, i s door d i t experiment v r i j -
wel geheel u i t g e s l o t e n . Viel i s de mogelijkheid vergroot dat het LS-ENA - mogelijk 
s l ech t s voor een deel — u i t ША b e s t a a t . Het de f in i t i eve bewijs hiervoor kan a l ­
leen maar geleverd worden door aan t e tonen dat de H - a c t i v i t e i t van het LS—ША 
i n zuur oplosbaar gemaakt kan worden door behandeling met DM s e . 
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Figuur 14: Papierchromatografie van LS-DHA na zure hydrolyse. 
ЬЗ-ША werd bere id en gehydrolyseerd zoals i n de t e k s t beschreven is» Het 
hydrolysaat werd dalend gechromatografeerd op ißiatman no. 1 papier met 
isopropanol-JEl-HpO a l s loopvloe is tof . Na de chromatografie werd het chroma— 
togram in stukken geknipt . Бе r a d i o a c t i v i t e i t werd gemeten door e lk stuk i n 
een t e l p o t j e over t e brengen en 10 ml t e l v l o e i s t o f toe t e voegen. 
» » dpm С o o dpm Ti 
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Zuivering van het LS-BNA 
l ) Zone—gradient c e n t r i f u g a t i e 
Om met betrouwbaar r e s u l t a a t de werking van DNAse op het LS—DNA t e kun­
nen nagaan, moet aan twee e isen voldaan kunnen worden. Op de e e r s t e p l a a t s 
dient men over grotere hoeveelheden mater iaal t e kunnen beschikken dan mo­
g e l i j k i s door het bijeenvoegen van overeenkomstige f r a c t i e s van uitzwaai— 
saccharose-gradienten. Op de tweede p l a a t s dient het LS-DNA v o l l e d i g ge­
scheiden t e z i jn van de andere DNA—fracties van Physarum polycephalujiu Aan 
beide e i sen bleek t e kunnen worden voldaan wanneer het LS—OTA van de r e s t 
van het Physarum-DNA gescheiden werd met behulp van een saccharose—gradiBnt 
van 24 t o t 17% i n de В XXX ztlne-rotor. 
14 Een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium werd i n de G2-fase gedurende 
2 uur gelabeld met Tl-TdR. Na de pulse werd het Plasmodium gelyseerd in 25 
ml lysemedium. Het zo verkregen monster werd op 15% saccharose gebracht en 
i n z i jn geheel voor de c e n t r i f u g a t i e gebruikt . Na de c e n t r i f u g a t i e bleek dat 
het met zuur p r e c i p i t e e r b a r e materiaal i n twee — vri jwel v o l l e d i g gescheiden 
— f r a c t i e s u i t e e n gevallen was: een snel sedimenterende f r a c t i e die de groot— 
14 
s te C—activiteit bevat en een langzaam sedimenterende die de groots te hoe­
veelheid "TI-act iv i te i t bevat ( f iguur I 5 ) . 
Van beide f r a c t i e s i s een sedimentatie— en dichtheidsanalyse uitgevoerd 
om t e zien in hoeverre ze ident iek z i jn met de f r a c t i e s die verkregen worden 
door sedimentatie—analyse, zoals beschreven i s i n hoofdstuk I I I . Na c e n t r i ­
fugatie over een l i n e a i r e saccharose-^radiSnt van 12 t o t 20% m de SW40— 
r o t o r , bleek de langzaam sedimenterende f r a c t i e ook nu een zeer geringe 
sedimentat iesnelheid t e b e z i t t e n , te rwi j l de snel sedimenterende f r a c t i e even 
snel sedamenteerde a l s het "gewone" Physarum-DNA. Bij dichtheidsanalyse bleek 
de langzaam sedimenterende f r a c t i e boven op de CsCl-^radiBnt t e r e c h t t e komen, 
had dus een zeer geringe d ichtheid, t e r w i j l de snel sedimenterende f r a c t i e u i t 
mitochondnaal en n u c l e o l a i r DNA bleek t e bestaan, a l t h a n s de zioh i n deze 
4 14 
f r a c t i e bevindende "Ή—activ i te i t . De C ^ i c t i v i t e i t van de snel sedimenterende 
f r a c t i e bestond voornamelijk u i t chromosomaal DNA. Het i s dus gerechtvaardigd 
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FigmiT I J : I s o l a t i e van LS-DNA door middel van zOne-gradient c e n t n f u g a t i e . 
Een met C-TdR continu gelabeld Plasmodium werd van К IJL - ISO' t o t M I I I -
30' gekweekt op medium waaraan "Ή—TdR was toegevoegd (5 μθ/πιΐ). Na de pulse 
werd het Plasmodium gelyseerd i n 25 ml lysemediunu Het lysaat werd in z i jn 
geheel op een zone-gradiont gebracht van 24 t o t 37$ saccharose, die gemaakt 
was op een kussen van 60$ saccharose in de В ЮН r o t o r . Na de c e n t n f u g a t i e 
( і б uur h i j 40.000 rpm) werd de gradiSnt uitgepompt door inpersen van 70$ 
saccharose. F r a c t i e s van ongeveer 14 ml werden opgevangen en de met zuur 
p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t werd gemeten zoals beschreven i s i n hoofdstuk 
I I . F r a c t i e 1 i s de bodem van de g rad iën t . 
- · dpm 14C dpm
 3H $ saccharose 
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fractienummer 
Figuur 16: Scheiding van LS-DNA en gewoon Physarum-DM door middel van zSne-
gradiBnt c e n t n f u g a t i e . 
Een met C-lysme en C-threomne (0,125 |iC/ml van elk) continu gelabeld 
Plasmodium werd van M I I I - 3 uur t o t M I I I gekweekt op medium, waaraan "Ή— 
TdR was toegevoegd (25 pC/ml). Na de pulse werd het Plasmodium gelyseerd i n 
25 ml lysemedium en verder behandeld zoals beschreven i s b i j f iguur 15· 
F r a c t i e 1 i s de bodem van de g rad iën t . 
1 « dpm С o — — o dpm "Tï 
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de i n de zöne-rotor langzaam sedimenterende f r a c t i e LS—DNA te noemen en 
de snel sedimenterende "gewoon" Physarum-DNA, waaronder vers taan wordt: 
chromosomaal, nuc leo la i r en mitochondriaal SNA. 
2) Behandeling met lEAE-celliolose 
Zoals u i t figuur 15 v a l t op t e maken i s met ЪеЬиІр van zBne^radiBnt 
o e n t n f u g a t i e verkregen LS-DNA weliswaar volkomen v r i j van "gewoon" 
Physarum-DNA, maar zal toch nog i n sterke mate verontre in igd z i jn met onder 
andere plasmodiale e i w i t t e n , nucleTnezuurprecursors — waaronder met H ge­
labelde - , pigmenten, Sarkosyl en een b e t r e k k e l i j k grote hoeveelheid saccha^ 
r o s e . Om het LS—ША zo veel mogelijk van deze stoffen t e bevri jden werd na 
het centr i fugeren een z u i v e n n g s s t a p uitgevoerd met hehulp van de l o n e n u i t -
wisse laar ]EAE-cellulose. 
14 Een Plasmodium werd met C—lysine en —threonine continu gelabeld om de 
e iwi t ten t e l a b e l e n . Na pulse- labe l ing met "TI-TdH i n de G2-fase werd het 
Plasmodium gelyjeerd en gecentri fugeerd a l s boven beschreven. De verde l ing 
van de met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t over de gradiönt i s weerge-
geven in figuur 16. Zoals du ide l i jk te zien i s , vertoont het LS—DNA h e t -
zelfde sedimentatiegedrag a l s het groots te gedeelte van het plasmodiale 
14 14 
C—gelabelde e iw i t . Vanwege de zeer geringe hoeveelheid C—activiteit onder 
m de gradiënt zou men kunnen zeggen, dat het "gewone" Physanun-DNA e i w i t -
v r i j I S . 
Voor verdere behandeling werden de f r a c t i e s 30 t o t en met 33 samengevoegd. 
Het gezamenlijke volume was 75 ml· Aan het zo vericregen "ruwe" LS—ША—prepay. 
r a a t werd 12 ml u i tgezakte IEAE-<ellulose toegevoegd dat geEquil ibreerd was 
met 0,01 M Tns-HCl, 0,001 M EDTA, pH 7 , 5 . Na 10 minuten zacht jes roeren 
werd het poeder a fgecentnfugeerd en gewassen met 10 n l 0,01 M Tris—HCl, 
0,001 M EDTA, pH 7 | 5 · De beide zo verkregen supematanten werden samengevoegd 
en de met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t daarin werd gemeten, zi jnde 
het n i e t aan ІЕАЕ^зеІІиІозе t e binden m a t e r i a a l . Achtereenvolgens werd nu 
de IEAE—cellulose uitgewassen met te lkens 2 maal 10 ml van r e s p e c t i e v e l i j k 
0,35 M NaCl, 0,90 M NaCl en 1,50 M NaCl i n 0,01 M Tns-HCl, 0,001 M EDTA, 
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pH 7 | 5 · De e luaten van dezelfde Had—molari te i t werden samengevoegd en de 
met zuur ргеоірііеегЪаге radioact iv i- te i t daar in werd gemeten. Behalve de 
r a d i o a c t i v i t e i t werd van elke f r a c t i e ook het e iwi tgehal te gemeten volgens 
de methode van Lowiy en medewerkers ( 1 9 5 0 · ^ е gehele procedure werd u i t g e ­
voerd i n de koelcel (4 C ) . Het r e s u l t a a t van d i t experiment i s weergegeven 
i n tabe l 4» waarin de t o t a l e hoeveelheid geBlueerd materiaal per f r a c t i e i s 
opgegeven a l s percentage van de hoeveelheid i n het "ruwe" LS—OTA p r e p a r a a t . 
ТаЪеІ 4 . lEAE-zuivering van het LS-MÍA na zfine-gradiEnt c e n t r i f u g a t i e . 
f rac t i e 
f r . 30t/m33 
van f i g . 16 
n i e t aan ŒAE 
gebonden 
0,35 M NaCl-
e luaat 
0,90 M NaCl-
eluaat 
1,50 К NaCl-
e luaat 
$ 1 4 c -
a c t i v i t e i t 
100,0 
6,4 
27,5 
63,2 
9,2 
f \-
a c t i v i t e i t 
100,0 
2,5 
9,7 
58,2 
7,9 
$ e iwit 
100,0 
29,4 
20,0 
46,8 
5,3 
V 1 4 c 
0,36 
0,14 
0,13 
0,33 
0,30 
dpm H per 
μg eiwit 
7,7 
0,6 
3,7 
9,5 
11,3 
Het b l i j k t u i t de tabe l dat het overgrote deel van de e lueerbare, met zuur 
p r e c i p i t e e r b a r e , r a d i o a c t i v i t e i t t e r e c h t gekomen i s i n de 0,9 M NaCl—fractie. 
I n deze f r a c t i e bleek b i j een controle—experiment ook v i a fenolexrtractie ge­
zuiverd gewoon Physarum—DNA terecht t e komen. Op onverklaarbare wijze i s een 
be t rekke l i jk groot v e r l i e s van T I - a c t i v i t e i t opgetreden. I n a l l e experimen­
ten i s een derge l i jk v e r l i e s — weliswaar var iabe l van omvang — opgetreden. 
14 V e r l i e s van C - a c t i v i t e i t en eiwit t r e e d t i n het geheel n i e t op. 
Zowel het C—gelabeld materiaal a l s het v ia de Lowiy-methode t e bepalen 
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eiwit komt voor een groot gedeelte in het 0,9 M NaCl-eluaat t e r e c h t . 
Bl i jkbaar heeft dus een r e l a t i e f groot gedeelte van het t o t a l e plasmodiunb-
eiwit een be t rekke l i jk zuur k a r a k t e r . 
Een goede scheiding van het LS—DNA van eiwit l i j k t n i e t t e z i jn o p g e t r e ­
den: de r a t i o т у ' С i n het 0,9 M NaCl-*luaat v e r s c h i l t nauwelijks van die 
i n de ruwe LS-ША—fractie, t e r w i j l de r a t i o "Tl/eiwit i n het 0,9 M NaCl— 
e l u a a t s l e c h t s ongeveer 25$ hoger i s dan die i n de ruwe LS—ША—fractie. 
Waarschijnli jk wordt de t o t a l e hoeveelheid van het i n de ruwe LS—ГОТА—fractie 
aanwezig saccharose, pigmenten en Saricosyi of n i e t aan het IEAE—cellulose 
gebonden of komt i n de 0,35 M NaCl-fractie t e r e c h t . Of het LS-EHA op deze 
wijze van nucleTnezuurprecuxsors bevri jd kan worden, kan n i e t met zekerheid 
ges te ld worden, daar s teeds een gedeelte van de H—activiteit i n zuur oplos­
baar b lee f . Bij opslag van het 0,9 M NaCl—eluaat werd dat gedeelte langza­
merhand g r o t e r ; werd deze f r a c t i e b i j 37 С gelncubeerd dan t r a d e r z e l f s een 
b e t r e k k e l i j k snel le hydrolyse van het met zuur p r e c i p i t e e r b a r e mater iaal op. 
Een v e r k l a r i n g voor d i t f e i t i s dat in een nog verder v i a g e l f i l t r a t i e gezui­
verde f r a c t i e n u c l e a s e - ^ c t i v i t e i t i s aangetoond (Polman, p e r s . mededeling). 
3) G e l f i l t r a t i e met behulp van Sephadex C200 
Een verdere stap t e r zuiver ing van het LS—ША was de f i l t r a t i e van de i n 
het bovenstaande besproken 0,9 M NaCl-fractie over Sephadex C200. De bedoe­
l i n g van deze s tap was i n de e e r s t e p l a a t s na t e gaan of het met behulp van 
14 g e l f i l t r a t i e mogelijk zou z i jn de C—gelabelde e i w i t t e n , die t o t nog toe 
het "TI—gelabelde mater iaal begeleidden, t e scheiden van het LS—ША. I n de 
tweede p l a a t s was het de bedoeling het LS—DHA t e bevri jden van de be t rekke­
l i j k grote hoeveelheden NaCl. 
De gehele 0,9 И NaCl—fractie werd s t i jgend g e f i l t r e e r d over Sephadex 
G20O zoals weergegeven i s i n figuur 17. Het bleek dat e r twee f r a c t i e s 
waren met ^1—act iv i te i t : een f r a c t i e die e l u e e r t op het volume waarop ook 
Deitran Blue e l u e e r t . Deze f r a c t i e , waarvan de r a d i o a c t i v i t e i t v o l l e d i g met 
zuur p r e c i p i t e e r b a a r i s , ondervond dus geen v e r t r a g i n g b i j h e t passeren van 
de kolom. De tweede f r a c t i e , waarvan de r a d i o a c t i v i t e i t n i e t met zuur pre— 
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Figuur 17: G e l f i l t r a i l e van LS-BNA over Sephadex G200. 
He-t 0,9 M NaCl-eluaat na lEAE-adsorptie van LS-DNA werd s t i jgend g e f i l t r e e r d 
over Sephadex G200, aan 0,01 M Tris-buffer, pH 7,5 geSquilit jreerd. De d i a ­
meter van de kolom was 2,5 cm, de hoogte 36 cm. F r a c t i e s van 5 ml werden opge­
vangen en de t o t a l e r a d i o a c t i v i t e i t d a a n n werd gemeten zoals beschreven i s i n 
hoofdstuk I I . 
• « dpm С o — o dpm "Tí 
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c i p i t e e r b a a r i s , e l u e e r t op hetzelfde volume a l s ethidiumbromiae (M = 394) 
en ondervindt dus vri jwel maximale v e r t r a g i n g b i j het passeren van de kolom. 
14 Behoudens een zeer k l e i n gedeelte gedraagt het C—gelabelde materiaal zich 
op dezelfde wijze a l s de e e r s t e f r a c t i e van het H—gelabelde m a t e r i a a l . 
De conclusie van d i t experiment moet dan ook z i jn , dat het n i e t mogelijk 
i s met behulp van g e l f i l t r a t i e over Sephadex G200 het LS-DKA t e scheiden 
van die e iwi t ten, die het nog begeleiden na behandeling met 1EAE. 
Karakter i ser ing van het LS—DNA met behulp van enzymatische afbraak 
Ten einde meer i n z i c h t te verkr i jgen i n de aard van het LS—DNA i s de weiw 
king van DNAse en pronase nagegaan op de boven beschreven, v ia DEAE en Sephadex 
G200 behandelde, LS-DNA-fractie. 
Aan 4 ml gezuiverd LS—DNA werd a l of n i e t DNAse of pronase toegevoegd en 
het mengsel werd geTncubeerd b i j 37 C; tevens werd een blanco—incubatie b i j 
О С ui tgevoerd. Op gezet te t i j d e n werd 0,2 n l van het mengsel genomen en de 
met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t daarin gemeten zoals beschreven i s 
i n hoofdstuk I I . Het r e s u l t a a t van d i t experiment i s getoond i n figuur 18, 
3. 14 
waarin het gedrag van het n— en C-gelabelde materiaal apar t i s weergegeven 
( r e s p e c t i e v e l i j k figuur l8A en 183). 
Bli jkens f iguur l8A heeft de incubat ie b i j 0 С geen noemenswaardig gevolg 
voor de met zuur p r e c i p i t e e r b a a r h e i d van het H—gelabeld m a t e r i a a l . Blanco— 
incubat ie b i j 37 С daarentegen heeft t o t gevolg, dat na 30 â 60 minuten 10$ 
van de "Ή—activiteit i n zuur oplosbaar i s geworden. Na deze t i j d t r e e d t geen 
verdere toename van de in zuur oplosbare H - ^ c t i v i t e i t op. Ook door incubat ie 
met pronase wordt een deel van de Ti—act iv i te i t in zuur oplosbaar» na ongeveer 
een uur i s nog maar 70$ van de oorspronkeli jk aanwezige a c t i v i t e i t met zuur 
p r e c i p i t e e r b a a r en ook nu neemt na deze t i j d de i n zuur oplosbare a c t i v i t e i t 
n i e t meer t o e . Bij incubat ie met DNAse t r e e d t e r een gestage degradatie van het 
"Ti-gelabelde mater iaal op; na 190 minuten l i j k t deze afbraak nog n i e t ten einde 
t e z i j n . 
14 Het ef fect van de verschi l lende incubat ies op het C-^elabelde materiaal i s 
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Figuur l 8 : Effect van DNAse en pronase op het LS-DHA. 
De samenstell ing van de reactiemedia was a l s v o l a t i 
1) 4 ml gezuiverd LS-DNA + 0,5 ml 0,01 M Tns-HCl, pH 7,5 
2) 4 ml gezuiverd LS-DNA + 0,5 ml 0,1 H НаОН-НаАс-ЪиГГет, pH 5,5 
3) 4 ml gezuiverd LS-DNA + 0,5 ml DNAse (1 mg UNAse per ml 0,1 N NaOH-NaAo, 
0,02 M MgAc, pH 5,5 
4) 4 ml gezuiverd LS—DNA + 0,5 ml pronase ( l mg pronase per ml 0,01 M Тгіч— 
Ш 1 , рЧ 7,5; voor gebruik 60 minuten geïncubeerd b i j 37 C) · 
Behalve no. 1, die in i j s werd gehouden, werden de mengsels geïnoubeerd Ъіз 
370C. Op de aangegeven t i j d s t i p p e n werd i n een gedeelte van het reactiemengsel 
de met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t gemeten zoals beschreven i s i n hoofd­
stuk I I . De afname van de met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t t e n opzichte 
van t с O i s voor de H - a c t i v i t e i t (A) en de C - a c t i v i t e i t (в) apar t weergegeven. 
m Щ blanco О С « « ШАзе 
o o blanco 370C В — — O pronase 
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a l s v o l g t . Bij О С wordt n i e t s van het С—ее1аЪе1ае mater iaal afgebroken, 
t e r w i j l incubat ie "bij 37 С een gestage en b e t r e k k e l i j k s n e l l e degradatie t o t 
gevolg heef t , die na I90 minuten nog n ie t afgelopen l i j k t t e z i j n . Het effect 
van pronase i s zeer d u i d e l i j k : reeds na ongeveer 60 minuten i s nog maar 20$ 
14 
van de C—activi tei t zuurprec ip i teerbaar , maar na die t i j d t r e e d t geen vei^-
dere toename van het i n zuur oplosbaar materiaal op. Ook onder invloed van 
14 DNAse v indt afbraak van C-gelabeld materiaal p l a a t s . 
De toename van het m zuur oplosbare materiaal onder invloed van pronase 
3 14 
vertoont hetzel fde patroon voor het H—gelabelde materiaal a l s voor het C— 
gelabelde. Dit houdt i n dat door de afbraak van e i w i t t e n — aangenomen wordt 
dat pronase u i t s l u i t e n d e i w i t t e n afbreekt — een bepaald gedeelte van de met 
zuur jarecipiteerbare Ti—act iv i te i t m zuur oplosbaar wordt. Uit d i t experiment 
kan m e t opgemaakt worden of het h i e r wel l icht ' T I - a c t i v i t e i t b e t r e f t die v e r ­
bonden i s aan n i e t i n DNA. ingebouwd TdH (of derivaten daarvan) dat aspeci f iek 
aan e i w i t t e n geadsorbeerd i s . Mogelijk i s ook dat het h i e r gaat om zeer k le ine 
s tukjes DNA die of r e c h t s t r e e k s of v ia een andere stof aan eiwit gebonden z i jn 
en na afbraak van het eiwit n i e t meer met zuur p r e c i p i t e e r b a a r z i j n . 
3. 14 
Ook het effect van DNAse vertoont een gelijkvormig patroon op de "Ή— en C— 14 a c t i v i t e i t : door de afbraak van DNA wordt een bepaald gedeelte van de C— 
a c t i v i t e i t i n zuur oplosbaar en het i s n i e t op t e maken of het h i e r gaat om op 
z ichzel f n i e t met zuur p r e c i p i t e e r b a r e proteïnen die aan DNA verbonden waren 
of om aan DNA op de een of andere wijze geadsorbeerde aminozuren. 
Opvallend i s dat b i j pronase—incubatie b l i jkbaa r veel eiwit moet worden af-
gebroken om weinig "Tï-ac t iv i te i t i n zuur oplosbaar t e maken, t e r w i j l b i j DNAse— 
14 incubat ie weinig DNA hoeft t e worden afgebroken om veel G-Act iv i te i t i n zuur 
oplosbaar t e maken. Deze r e l a t i e i s weliswaar geen bewijs , maar toch een i n d i -
c a t i e dat het h i e r n i e t gaat om geadsorbeerde, gelabelde precursors voor DNA 
3. 14 
en e i w i t , maar om in r e s p e c t i e v e l i j k i n DNA en eiwit geïncorporeerde a— en C— 
a c t i v i t e i t . 
Het in zuur oplosbaar worden van H- en C - ^ c t i v i t e i t b i j incubat ie van de 
LS—DNA—fractie zonder e r t r a enzymen b i j 37 С moet worden toegeschreven aan nog 
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in het preparaat aanwezige nuoleasen en proteolytische enzymen. Of en m hoe­
verre de nog in het preparaat aanwezige nuoleasen en proteolytische enzymen 
Ъeteгe mogelijkheden krijgen voor hun activiteit door de toevoeging van extra 
pronase respectievelijk DNAse, valt uit het gepresenteerde experiment niet op 
te maken« 
Eigenschappen van LS—DNA na gronase—behandeling 
Met de bedoeling na te gaan of en in hoeverre de eigenschappen van het "TI-
gelabeld materiaal dat met zuur precipiteerbaar blijft na pronase-behandeling 
veranderen, is van een volgend experiment de 0,9 M NaCl—fractie onderworpen 
aan pronase—digestie en van de reactieproducten is de dichtheid bepaald met 
behulp van С sCl—gradient centnfugatie, ae sedimentatiesnelheid en het gedrag 
tijdens gelfiltratie over Sephadex G200. Ter vergelijking is een even groot 
gedeelte van de 0,9 M NaCl-fractie aan eenzelfde behandeling onderworpen na 
DNA se—behandeling en na blanco-mcubatie bij 37 С. 
Het gedrag van de reactieproducten tijdens de gelfiltratie is weergegeven in 
figuur 19, waarin de totale radioactiviteit van de geSlueerde fracties is weeiw 
gegeven. Het blijkt dat in dit expement, na pronase—behandeling van de 0,9 M 
14 NaCl—fractie, alle C—gelabeld materiaal laagmoleculair geworden is, terwijl 
van het oorspronkelijke hoogmoleculaire ΠΙ—gelabelde materiaal nog slechts on­
geveer 40% hoogmoleculair is. Het laagmoleculair materiaal bleek niet met zuur 
precipiteerbaar te zijn. Na DNAse—behandeling bleek nog ongeveer 70% van het H— 
gelabeld materiaal hoogmoleculair te zijn terwijl van het C—gelabelde materi­
aal nog ongeveer 80% hoogmoleculair was. Ook hier is de radioactiviteit in de 
kleine laagmoleculaire piek met met zuur precipiteerbaar. Het belangrijkste 
resultaat van deze analyse is dat het TI—gelabelde materiaal, dat na pronase-
behandeling nog "iet zuur precipiteerbaar is, geen verandering heeft ondergaan 
wat betreft het gedrag tijdens gelfiltratie over Sephadex G200. 
Na saccharose—gradient centnfugatie van de reactieproducten volgens de pro­
cedure die beschreven is in hoofdstuk III, bleek dat in alle drie de gevallen 
de met zuur precipiteerbare radioactiviteit zich boven in de gradient bevond. 
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dpm U C x IO3 dpm ЭН χ IO3 
в h - б 
fractienummer 
F i g u u r 19: G e l f i l - t r a t i e o v e r S e p h a d e x 0200 v a n n e t p r o n a s e en DNAse b e h a n d e l d 
LS-DNA. 
ï)2 s a m e n s t e l l i n g van de r e a o t i e m e n g s e l s was a l s v o l g t : 
A) 13 ml LS-DNA + 1,3 ml HgO 
B) 13 ml LS-DNA + 1,3 ml p r o n a s e ( z i e f i g . 18) 
C) 13 ml LS-DNA + 1,3 ml H i a s e ( z i e f i g . 18) 
De m e n g s e l s werden geTncubeerd "bij 37 С g e d u r e n d e 60 m i n u t e n . De r e a c t i e werd 
g e s t o p t d o o r a f k o e l e n t o t O C . Het zo v e r k r e g e n mengsel werd g e f i l t r e e r d o v e r 
S e p h a d e x 0200 a l s b e s c h r e v e n i n f i g u u r 1 7 . De t o t a l e r a d i o a c t i v i t e i t i n de 
f r a c t i e s werd gemeten z o a l s b e s c h r e v e n i s i n h o o f d s t u k I I . 
• · dpm С o o dpm TI 
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Hetzelfde was hei geval na СаП 1—gracliBirt c e n t r i f u g a t i e . 
Be conclusie die u i t d i t experiment kan worden getrokken i s dat door af­
braak van e iwi t ten in het LS-DHA—preparaat de eigenschappen van het nog met 
zuur p r e c i p i t e e r b a r e , T[—gelabelde mater iaa l , wat b e t r e f t gedrag t i j d e n s g e l -
f i l t r a t i e , d ichtheid en sedimentat iesnelheid n i e t veranderen. Vooral het 
f e i t dat na pronase—digestie van e iwi t ten de d ichthe id van het re s te rende, 
met zuur p r e c i p i t e e r b a r e materiaal n i e t ge l i jk wordt aan die van gewoon 
Physarum—DHA, duidt aan dat we ook nu n i e t met zuiver DNA t e doen hebben. 
Bij een experiment waarin i n p l a a t s van met H—TdR met "TWldR pulse—gelabeld 
werd, werd eveneens het LS—DM "Ή gelabeld. Het gedrag van de "Ή—activiteit 
van het LS-DNA t i j d e n s IEAE—behandeling en g e l f i l t r a t i e en de gevoeligheid 
voor pronase en DNAse was hetzelfde a l s wanneer gelabeld was met "Ti—TdR. 
C. Discussie 
Het voornaamste doel van de in d i t hoofdstuk beschreven experimenten was t e 
achterhalen of het LS—ША — a l of n i e t mede — inderdaad u i t DNA b e s t a a t . De 
daartoe uitgevoerde behandeling van het LS-DNA met DNAse heeft geen r e s u l t a a t 
opgeleverd waaruit d i t onomstoteli jk bewezen kan worden. Weliswaar bleek een 
deel van de TI-Act iv i te i t i n zuur oplosbaar t e worden i n de aanwezigheid van 
DNAse, het groots te gedeelte van de "Ή—activiteit bleef e c h t e r met zuur preci— 
p i t e e r b a a r . Daar echter a l l e met zuur p r e c i p i t e e r b a r e r a d i o a c t i v i t e i t van het 
LS-DNA aan thymine gebonden i s , l i j k t het gerechtvaardigd t e veronders te l len 
dat het n i e t met DNAse t e degraderen gedeelte van de H—activiteit gebonden 
moet z i jn aan DNA dat op zodanige wijze gebonden i s aan de een of andere stof, 
dat het n i e t of zeer moeil i jk voor DNAse toegankel i jk i s . 
Na pronase—behandeling van het LS-DNA i s de zweefdichtheid, de sedimentat ie-
snelheid en het gedrag t i j d e n s g e l f i l t r a t i e van het hog met zuur p r e c i p i t e e r b a r e 
"Ή—gelabelde materiaal n i e t veranderd. Daarom, z i jn de van het gewoon Physarunb-
DNA afwijkende eigenschappen van het LS-DNA zeer waarschi jnl i jk n i e t toe t e 
schri jven aan eventueel aan DNA gebonden e i w i t . Merkwaardig i s evenwel dat e i w i t -
afbraak door pronase t o t gevolg heef t , dat een groot gedeelte van de H—activi— 
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teit in zuur oplosbaar wordt. Wanneer aangenomen wordt dat de TI—activiteit 
in het LS—DNA aan DMA gebonden is, dan kan dit alleen verklaard worden door 
aan te nemen dat het hier om zeer kleine stukjes Ш А gaat die op zichzelf 
niet met zuur precipiteerbaar zijn, en niet — of m e t meer — aan die andere 
stof gebonden zijn, die verantwoordelijk is voor de lage zweefdichtheid, de 
geringe sedimentatiesnelheid en het gedrag tijdens gel filtratie. 
Het is niet mogelijk door deze gegevens een duidelijk beeld te krijgen 
over de structuur van het LS—DNA. Het enige dat gezegd kan worden is, dat het 
LS—ША waarschijnlijk bestaat uit DNA dat gebonden is aar. eiwit en nog een 
andere stof, waarbij die andere onbekende stof verantwoordelijk is voor de 
van het gewoon Physarum—DNA afwijkende eigenschappen. 
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ЗАіеи Аттаяс 
Α. Aangezien speciaal voor net i n d i t proef schr i f t beschreven onderzoek de cu l tuur 
van Physanun polycephalum t e r hand werd genomen, z i jn in hoofdstuk I I I v e r s c h i l ­
lende l i tera tuurgegevens over de DNA—synthese i n het macroplasmodium van Physa— 
rum polycephaluir nagegaan. 
De dr ie reeds bekende DNA-fraoties: het chroniosomaal, het mitochondriaal en 
het n u c l e o l a i r DNA werden ook in onze c u l t a u r aangetoond. Tevens bleek ook in 
onze c u l t u u r het chromosomaal DHA voornamelijk gesynthet i seerd te worden t i j d e n s 
de e e r s t e twee uur volgend op de mitosej de S—fase, t e r w i j l het mitochondriaal 
en het n u c l e o l a i r DNA voornamelijk gedurende de G2—fase gesynthet iseerd werden. 
Of er a l dan n i e t synthese van mitochondriaal en n u c l e o l a i r DNA optrad t i j d e n s 
de S—fase kon u i t do gepresenteerde experimenten n i e t opgemaakt worden. 
Naast de dr ie genoemde DNA—fracties werd nog een v ierde met zuur precipiteei^-
bare en met TdR t e labe len f r a c t i e aangetroffen. Deze f r a c t i e had een zeer lage 
zweefaichtheia en een zeer geringe sedimentat iesnelheid. I n ieder geval kon wor­
den aangetoond dat deze f r a c t i e , het LS-DNA, i n de G2-faQe gesynthet i seerd werd. 
B. I n hoofdstuk IV i s beschreven hoe gepoogd i s door middel van sedimentatie—analyse 
van rep l icerend DNA i n z i c h t t e kr i jgen i n het mechanisme van DNA-replicatie. 
Na pulse—labeling van 4 minuten i n de S—fase werd het Plasmodium g e l y e e r d en 
het l y s a a t over een l i n e a i r e saccharose—gradiSnt gecentr i fugeerd. Het bleek dat 
een gedeel te van het DNA s n e l l e r sedimenteerde dan de r e s t van het DNA en dat 
d i t gedeelte een 4 S. 5 maal hogere specifieke a c t i v i t e i t had dan de r e s t van het 
DNA. Werd de l a b e l p e n o d e verlengd, dan werd na 20 5. 30 minuten de specifieke 
a c t i v i t e i t over de hele gradiënt he t ze l fde . Dit l a a t s t e werd a l s een aanwijzing 
beschouwd dat deze snel sedimenterende f r a c t i e wel l icht repl icerend DNA zou be -
v a t t e n . De scheiding tussen d i t s n e l l e r sedimenterend gedeel te en de r e s t van 
het DNA was ech te r n i e t goed genoeg om door middel van bijvoorbeeld pulse-chase— 
experimenten d e f i n i t i e f aan t e tonen dat de gevonden f r a c t i e repl icerend DNA i s . 
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C. Het effect van cyoloheximide op de synthese van chromosomaal, mitochondriaal 
en n u c l e o l a i r ША i s beschreven in hoofdstuk V» 
Toediening aan een Plasmodium van cyoloheximide i n een concentra t ie van 50 
μΜ gedurende de S—fase, r e s u l t e e r d e in een remming van de incorpora t ie van H— 
TdR i n het chromosomaal ША van ongeveer 90$· 
Cycloheximide had s l e c h t s een gering effect op de incorpora t ie van H—TdR 
i n mitochondriaal en n u c l e o l a i r DHA gedurende de G2—fase. 
Door deze r e s u l t a t e n wordt het vermoeden gewekt dat a l l e e n de synthese van 
chromosomaal DNA afhankel i jk i s van g e l i j k t i j d i g optredende cytoplasmatische 
e iwi t synthese . 
D. I n hoofdstuk VI z i jn enige "biologische experimenten beschreven omtrent het 
LS—ША. De r e s u l t a t e n z i jn de volgende. 
1) Gedurende de hele G2-fase t r e e d t synthese van LS-DNA op, maar gedurende de 
l a a t s t e twee uur voor de mitose i s de synthese van LS—DNA maximaal. 
2) Eenmaal gevormd, h l i j f t het LS—DNA gedurende de volgende kemcyclus dezelfde 
sedimentatie—eigenschappen behouden. 
3) I n aanwezigheid van cycloheximide i n het medium t o t een concentra t ie van 50 
μΜ wordt de incorpora t ie van "Tï-TdR in het LS-DNA s te rk geremd. 
4) I n aanwezigheid van ethidiumbromide in het medium t o t een concent ra t ie van 
20 μΜ wordt de incorpora t ie van H-JTdR i n het LS—ША n i e t noemenswaardig ge­
remd. Dit DNA heeft dus waarschi jnl i jk geen c i r c u l a i r e s t r u c t u u r . 
E. Pogingen t o t biochemische k a r a k t e r i s e r i n g van het LS-DNA zi jn beschreven i n 
hoofdstuk V I I . 
1) Na hydrolyse van het LS—DNA en papierchromatografie van het hydrolysaat bleek 
dat de na l a b e l i n g met "Ή-TdR aan het LS-ША verbonden H - a c t i v i t e i t a l l e e n 
aan thymine verbonden was. 
2) Werd na voorafgaande scheiding van het LS-ША van het overige Physarum-DNA 
door middel van zone—gradiënt cen t r i fuga t ie het LS-DNA behandeld met IEAE-
c e l l u l o s e , dan gedroeg het LS—ША zich a l s v i a f e n o l e x t r a c t i e gezuiverd 
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Phy загшп—DNA . 
3) Bi j gel f i l t r a t i e van het met ШАЕ behandeld LS-DNA over Sephadex G200 Ъіеек 
dat het LS-DNA geen ver t rag ing ondervond b i j de passage van de kolom. 
4) Werd gezuiverd, met TI-TdR gelabeld, LS-DNA geïncubeerd met DNAse dan t r ad 
e r een ge l e ide l i j ke afname van de met zuur p rec ip i t ee rbare H—activiteit 
op. Tevens werd een deel van in het LS—DNA aanwezig eiwit in zuur oplosbaar. 
5) Incubat ie van met Tl—TdH gelabeld LS-DNA met pronase had t o t r e s u l t a a t dat 
naast een sne l l e afbraak van eiwit een be t rekke l i jk sne l le afname van de met 
zuur p rec ip i tee rbare T I - a c t i v i t e i t optrad. 
6) Na behandeling van met "TI-TdR gelabeld LS-DNA met pronase bleek dat de s e d i -
mentatie—eigenschappen, het gedrag b i j g e l f i l t r a t i e over Sephadex G200 en de 
zweefdichtheid van de nog met zuur prec ip i teerbare TI—activitei t m e t ve i^ 
anderd waren. 
7) Uit de voorgaande r e su l t a t en wordt de conclusie getrokken dat LS—DNA bes taa t 
u i t DNA, eiwit en nog een of meerdere andere s toffen, die met e lkaar v ia een 
in i eder geval Sarkosyl—resistente band verbonden z i j n . Die onbekende andere 
s tof wordt veronderste ld verantwoordelijk t e z i jn voor het sedimentatiegedrag 
en de lage zweefdichtheid van het LS—DNA. 
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. Since the c u l t u r e of the slime mold Physarum polycephalum was s t a r t e d m our 
labora to iy a t the hegiimmg of t h i s i n v e s t i g a t i o n , known data on DNA synthes is 
m macroplasmodia of t h i s species had to he checked. 
The three known f r a c t i o n s (mitochondrial , nuc leolar and chromosomal) were 
demonstrable i n our c u l t u r e s . Also, as found in other research, chromosomal DNA 
was synthesized near ly exclus ively during a period of two hours immediately 
following m i t o s i s , whereas mitochondrial and nucleolar DNA were synthesized 
pr imar i ly during G2 phase. Whether or not a d d i t i o n a l synthesis of mitochondrial 
and nucleolar DNA occurred during S phase i s not conclusively demonstrated i n 
the present experiments. 
I n a d d i t i o n t o these three DNA f r a c t i o n s another one i s found which labe led 
with "Ή-ΦάΕ and p r e c i p i t a t e d with FCA (•• LS-DNA). This f r a c t i o n e x h i b i t s a very 
low densi ty i n a CsCl gradient and a veiy low sedimentation v e l o c i t y i n a saccha­
rose g r a d i e n t . LS—DNA was synthesized during the G2 phase. 
• Chapter IV descr ibes an attempt to gam ins ight i n t o the mechanism of DNA r e p l i ­
c a t i o n by means of sedimentation ana lys i s of r e p l i c a t i n g DNA. 
After pulse l a b e l i n g for 4 minutes during S phase, plasmodia are lysed and 
the l y s a t e centri fuged over a l i n e a r saccharose g r a d i e n t . One f r a c t i o n of DNA 
e x h i b i t s a higher sedimentation v e l o c i t y than the r e s t and i t s speci f ic a c t i v i t y 
i s 4 t o 5 times h igher . After a labe l ing period of 20 t o 30 minutes the speci f ic 
a c t i v i t y i s the same over the e n t i r e g r a d i e n t . This r e s u l t i s considered to i n d i ­
cate t h a t the fa s t sedimentmg f r a c t i o n conta ins the r e p l i c a t i n g par t of the 
genome. However, the separat ion of t h i s fas t sedimentmg f r a c t i o n from the r e s t 
of the DNA i s very poor. Therefore i t i s not possible t o get a s t r i c t proof t h a t 
t h i s f a s t sedimentmg par t exclus ively contains the r e p l i c a t i n g par t of the 
genome. 
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С. The dif ferences i n effect of cyclohemmide on the synthes i s of chromosomal, 
mitochondrial and nuc leo lar ГОА i s described i n chapter V. 
Exposure of macroplasmodia to 50 ИМ cyclohexim.de during the Ξ phase s t rongly 
suppresses the l a b e l i n g of the chromosomal UNA, whereas incorporat ion of H-TdR 
i n t o mitochondrial and nucleolar ША i s only s l i g h t l y af fected Ъу the i n h i b i t o r . 
The r e s u l t s suggest t h a t only synthesis of chromosomal DNA r e q u i r e s concomitant 
cytoplasmic p r o t e i n formation. 
Б . I n chapter VI b io log ica l experiments with LS-ИІА are descr ibed. The r e s u l t s a r e 
summariEed as follows. 
1) Some synthes is of LS-ША occurs during the e n t i r e G2 phase, but the g r e a t e r 
part of the LS—DNA i s synthesised during a per iod of about two hours immedi­
a t e l y preceding m i t o s i s . 
2) Once formed, sedimentation p r o p e r t i e s of LS-DKA do not change during the 
following m i t o t i c c y c l e . 
3) Incorpora t ion of H—TdR i n LS—ША i s s t rongly suppressed Ъу the presence of 
cycloheximide i n the growth medium a t a concentrat ion of 50 fM. 
4) Incorporat ion of H—TdR i n LS—DMA i s not af fected by the presence of ethidium 
bromide i n the medium a t a concentrat ion of 20 μΗ. Therefore t h e LS—INA i s 
presumably not a c i r c u l a r molecule. 
E . Some at tempts t o c h a r a c t e r i s e the LS—UNA biochemically are described m chapter 
V I I . 
i ) After hydrolys is of "TWFdR labeled LS—DM, paper chromatography of the r e a c t i o n 
products revea l s t h a t only thymine i s r a d i o a c t i v e . 
2) After separat ing LS-ША from heavier DNA by means of zone gradient c e n t n f u -
gat ion, and t r e a t i n g with IEAE c e l l u l o s e , t h i s molecule e x h i b i t s the same 
a f f i n i t y for IEAE c e l l u l o s e as Physarura ША p u r i f i e d by phenol e x t r a c t i o n . 
3) Gel f i l t r a t i o n of LS-ША over Sephadex G200 a f t e r t reatment with IEAE-
c e l l u l o s e revea l s t h a t t h e molecule i s too large t o be trapped by Sephadex 
0200. 
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4) During incubating pur i f i ed "Ή—TdR-LS—DNA with DNAse, gradual decrease of 
a c t i v i t y i n ac id insoluble material was observed; a t the same time some 
of the p r o t e i n in LS—DNA became acid so luble . 
5) Incubat ion of H-TdH labe led LS-ША a f t e r p u r i f i c a t i o n with pronase r e s u l t e d 
in a rapid degradation of p r o t e i n . Also a s u b s t a n t i a l decrease of TI a c t i v i t y 
occurred i n acid p r e c i p i t a b l e m a t e r i a l . 
6) No change i n p r o p e r t i e s of LS—DNA remaining a f t e r treatment with pronase was 
detectable with respect t o sedimentation v e l o c i t y , gel f i l t r a t i o n over Sepha— 
dex G200 and dens i ty . 
7) From the r e s u l t s presented i t i s t e n t a t i v e l y concluded t h a t the mater ia l o r i ­
g ina l ly named LS—DNA a c t u a l l y c o n s i s t s of DNA, p r o t e i n and one or more other 
components l inked together with a Sarkosyl r e s i s t a n t bond. The one or more 
unknown components are imagined to be responsible for the low sedimentation 
v e l o c i t y and the low densi ty of the LS—DNA. I n view of the gel f i l t r a t i o n , 
the low sedimentation v e l o c i t y does not n e c e s s a r i l y suggest t h a t LS—DNA i s 
a small molecule. 
h 
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S T E L L I N G E N 
I 
Het begnp "celcycluë" is nxet van toepassing op de gebeurtenissen in het 
Plasmodium van Physarum polyoephalum. 
II 
In ongeveer 60$ van de tijdschriften op hiologisch, medisch en chemisch terrein 
wordt in de inhoudsopgave de naam van de auteur(s) sterker benadrukt dan de 
titel van het betreffende artikel· 
III 
Het is mogelijk de verschijnselen die Koch en medewerkers er toe gebracht nebben 
een "communication DNA" te veronderstellen te verklaren als artefacten· 
Koch, J., Von Pfeil, H., ÏEBS Letters V^i 312-314, 19 
Koch, J., G»tz, D., ÎEBS Letters 2£, 9-12, 1972. 
IV 
Het i s ontoelaatbaar dat in het huidige onderwijs van de veronders te l l ing wordt 
uitgegaan dat het kunnen oplossen van bestaande problemen impliceer t dat men ook 
probleemgevoelig i s . 
V 
De conclusie van Linskens dat het effect van röntgenstralen op de incompatibili— 
teitsreactie berust op een biochemische verandering van het cellulaire immuni— 
teitsmechamsme en niet vergeleken kan worden met dat van mutagene straling is 
aanvechtbaar. 
Linskens, H.F·, Schrauwen, J.A.M·, van der Donk, Μ., 
Naturwissenschaften Q, 547, I960· 

VI 
Het is niet zeker dat de door Braun en Behrens waargenomen stapsgewijze toename 
van HNise I activiteit in plasmodia en kweekmedium van Physarum polycephalum 
berust op enzymsynthese de novo· 
Braun, R., Behrens, К., Bioohim.Biophys.Aota 
195. 87-98, 1969. 
VII 
Als naam voor het nieuwe talengebouw van onze universiteit is "ВаЪЪеІІаЪ" om 
redenen van linguïstische aard verre te verkiezen hoven "Erasmus-^jebouw". 
P.A.Th.J. Werry 
Nijmegen, 14 september 1973 



